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1 Einleitung 
Eine der wichtigsten Grundlagen für die Anwendung der Radioaktivität in der Medizin 
legte George de Hevesy. Der ungarische Chemiker, der auch als "Vater der 
Nuklearmedizin" bezeichnet wird, entwickelte die sogenannte Radiotracer-Methode. 
Radiotracer spielen in der modernen Medizin eine wichtige Rolle bei der Diagnose von 
verschiedensten Krankheiten. Dabei wird eine radioaktive Verbindung in einen 
lebenden Organismus eingebracht. Ihre Verteilung und die Teilnahme an 
Stoffwechselprozessen kann dabei von außen mit Hilfe der abgegebenen, 
ionisierenden Strahlung sichtbar gemacht werden. Die Radiotracer werden in 
Konzentrationen im subnanomolaren Bereich eingesetzt und wirken damit nicht 
störend auf das physiologische System. Die Substanzmenge befindet sich außerhalb 
der pharmakologisch wirksamen Konzentration. Der Ansatz ist damit nicht-invasiv [1]. 
In der Nuklearmedizin haben sich zwei diagnostische Verfahren etabliert, die auf den 
unterschiedlichen Umwandlungen der eingesetzten Radionuklide beruhen.  
Bei Verwendung Gamma-emittierender Radionuklide wird die Single-Photonen-
Emissions-Computer-Tomographie (SPECT) eingesetzt. Eines der meistgenutzten 
Radionuklide ist 99mTc (HWZ = 6 h), welches, verfügbar durch ein Generatorsystem, 
einfach und schnell angewandt werden kann.  
Ein neueres Verfahren ist die Positronen-Emissions-Tomographie (PET), bei der 
Positronenstrahler, wie 18F und 11C, verwendet werden, um zeitaufgelöste, 
dreidimensionale Bilder zu erhalten.  
Diese Verfahren stehen in Konkurrenz zu anderen nicht-invasiven bildgebenden 
Verfahren, wie der Magnetresonanz-Tomographie (MRT) und der Röntgen-Computer-
Tomographie (CT). Ein deutlicher Unterschied besteht jedoch darin, dass PET und 
SPECT die biologische Funktion darstellen, während MRT und CT vorrangig Aussagen 
über die Anatomie ermöglichen. Anatomische Auffälligkeiten treten jedoch nicht in allen 
Krankheitsfällen auf bzw. ermöglichen nicht immer eine Aussage über die Ausbreitung 
pathologischen Gewebes. Wichtig sind somit bildgebende Verfahren, die funktionelle 
Informationen liefern können. Kombinationen aus PET/CT oder SPECT/CT sind dabei 
interessant und kommen bereits zur Anwendung. Die Verfahren ermöglichen eine 
frühzeitige Diagnose von Krankheiten schon auf molekularer Ebene. Gleichzeitig darf 
das Potential von PET und SPECT zur Aufklärung nichtpathologischer biochemischer 
Prozesse in vivo nicht unterschätzt werden. Es besteht daher die Notwendigkeit neue 
Radiotracer herzustellen und zu evaluieren. 
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1.1 Grundlagen der Positronen-Emissions-Tomographie 
Mit Hilfe der PET werden quantitative Informationen über die räumliche und zeitliche 
Verteilung von Radiopharmaka im lebenden Organismus erhalten. Anwendung findet 
die PET in Studien über die Physiologie von Organismen, Metabolismen, Ligand-
Rezeptor- und Substrat-Enzym-Wechselwirkungen [2], sowie bei Erkrankungen. Diese 
können teilweise bereits im frühen Stadium diagnostiziert werden. Beispielsweise kann 
zwischen bösartigem und gutartigem Gewebe unterschieden werden. Die Bildung von 
Metastasen und der Erfolg einer Therapie sind feststellbar [3].  
Grundlage solcher Untersuchungen ist die Anwendung von Radiopharmaka, die mit 
kurzlebigen Positronenstrahlern markiert sind. Diese setzen durch die Umwandlung 
eines Protons zu einem Neutron im Kern des entsprechenden Radionuklids ein 
Positron und ein Neutrino frei (Tabelle 1). Das entstandene Positron wird in 
Abhängigkeit von seiner kinetischen Energie (β+-Energie) durch das umgebende 
Gewebe abgebremst. Das Positron ist das Antiteilchen des Elektrons, es kommt zur 
Paarvernichtung, der Annihilation. Dabei entstehen gleichzeitig zwei Gammaquanten 
mit einer Energie von je 511 keV, die im Winkel von annähernd 180° voneinander vom 
Ort der Annihilation ausgestrahlt werden und dabei den Körper verlassen.  
 
Tabelle 1: Positronenumwandlung 
Positronenumwandlung 
νβ ++→ +np  
 p 
n 
β+ 
ν  
Proton 
Neutron 
Positron 
Neutrino 
 
Das Prinzip der PET-Untersuchung nutzt dieses Phänomen aus. Die beiden Photonen 
werden von zwei Detektoren registriert, die in Koinzidenz geschalten sind. Die 
gedachte Verbindungslinie zwischen den Detektoren wird als line of response (LOR) 
bezeichnet [4]. Die Detektoren sind ringförmig um das Untersuchungsobjekt 
angeordnet. Aus der Summe vielfacher Umwandlungsprozesse und folgender 
Annihilationsprozesse erhält man Projektionsdaten, die mit geeigneter Rechentechnik 
in eine dreidimensionale Darstellung umgewandelt werden können.  
Häufig werden die Radionuklide 18F und 11C verwendet. Diese werden kovalent an das 
Zielmolekül gebunden. Als Zielmolekül wird hier das native, biologisch relevante 
Molekül bezeichnet. Alternativen zu kovalent gebundenen Radionukliden sind die 
Metalle 68Ga, 86Y und 64Cu, die mit Hilfe von Chelatoren mit dem Zielmolekül verknüpft 
werden. Die Wahl des geeigneten Positronenstrahlers hängt von Eigenschaften, wie 
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der Halbwertszeit (HWZ) und der maximalen β+-Energie, sowie der Verfügbarkeit ab. 
Eine Übersicht zu diesen Eigenschaften findet sich in Tabelle 2. Die Weglänge, die das 
Positron bis zur Annihilation zurücklegt, ist entscheidend für die Auflösung des 
resultierenden PET-Bildes. Je geringer die Energie des Positrons ist, desto geringer ist 
seine mittlere Reichweite und desto größer ist die Auflösung [5]. Wichtig ist ebenfalls 
ein hoher Anteil an Positronenstrahlung während der Umwandlung. Auch darf im 
Hinblick auf eine mögliche klinische Anwendung die Strahlenbelastung für den 
Patienten nicht zu hoch sein. Die Halbwertszeit sollte mit der Synthesezeit des 
Radiotracers sowie mit der biologischen Halbwertszeit des zu markierenden Moleküls 
im Einklang stehen. Die Synthese sollte bei kurzlebigen Radionukliden maximal zwei 
bis drei HWZ umfassen. 18F ist, aufgrund seiner günstigen Halbwertszeit und 
Positronenenergie, das am häufigsten verwendete Radionuklid für PET. In Form der 
2-[18F]Fluor-2-desoxy-D-glucose ([18F]FDG) liegt ein Radiotracer in der klinischen 
Anwendung vor, der nicht mehr wegzudenken ist [6].  
 
Tabelle 2: Auswahl von Radionukliden für die PET [7-9] 
Radionuklid HWZ Zerfallsart 
max β+-
Energie in 
MeV 
wichtigste 
Kernreaktionen 
11C 20,4 min β+ 99,8% 
EC   0,2% 
0,96 14N(p,α)11C 
Zyklotron 
18F 109,8 min β+ 96,9% 
EC   3,1% 
0,63 18O(p,n)18F 
Zyklotron 
68Ga 67,6 min β+ 89% 
EC 11% 
1,9 68Ge → 68Ga 
Generator 
86Y 14,7 h β+ 32% 
EC 66% 
3,2 86Sr(p,n)86Y 
Zyklotron 
64Cu 12,7 h β+ 17,4% 
EC 41,0% 
β- 39,0% 
0,65 64Ni(p,n)64Cu 
Zyklotron 
 
Im Vergleich zu Radiometallen hat 18F aufgrund seiner Größe und der Möglichkeit der 
kovalenten Bindung an Kohlenstoffatome die Eigenschaft, das Zielmolekül nur in 
geringem Maß zu verändern. Radiometalle benötigen einen Chelator, der ein 
entsprechend größeres Volumen einnimmt. Des Weiteren werden Radiometalle durch 
koordinative Bindungen in Komplexform gebunden. Die Stabilität eines solchen 
Komplexes wird durch die Komplexbildungskonstante beschrieben. Der Vorteil von 18F 
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gegenüber 11C ist die längere HWZ, die für 11C mit 20 min sehr gering ist. Für 
Radiomarkierungen soll daher 18F eingesetzt werden.  
18F wird mit Hilfe eines Zyklotrons, einem Kreisbeschleuniger, hergestellt (Abbildung 1). 
Radionuklide werden durch Beschuss mit Neutronen oder geladenen Partikeln wie 
Protonen oder Deuteronen erzeugt. 
 
 
Abbildung 1: Zyklotron – Forschungszentrum Dresden-Rossendorf 
 
Zunächst werden negative Wasserstoffionen erzeugt und beschleunigt. Diese treten 
dann durch eine Graphitfolie, wobei die Elektronen zurückgehalten werden. Es bilden 
sich Protonen oder Deuteronen, die aufgrund ihrer gegensätzlichen Ladung aus dem 
Zyklotron herausgelenkt werden. Damit kann der Strahl direkt auf ein Target gerichtet 
werden [4]. Für die Herstellung von [18F]Fluorid wird als Target (Flüssigtarget) 
[18O]H2O, Sauerstoff-18-angereichertes Wasser (> 95%) verwendet, wobei die 
Kernreaktion 18O(p,n)18F eintritt [4]. Da kein nicht-radioaktives Fluorid zugesetzt wird, 
bezeichnet man das Produkt als no-carrier-added (n.c.a.) [4]. Dadurch steht das 
Fluorid mit einer hohen spezifischen Aktivität zur Verfügung. Die theoretisch mögliche 
spezifische Atkivität liegt bei einem Wert von 63000 GBq/µmol, wird in der Praxis 
jedoch nicht erreicht. Es ist zu beachten, dass aufgrund der Kontamination mit 
[19F]Fluorid aus der Umgebung eine vollständige Trägerfreiheit nicht gewährleistet ist.  
[18F]Fluorid ermöglicht es, Verbindungen nucleophil zu markieren. Für electrophile 
Markierungen wird [18F]F2 eingesetzt, das beispielsweise über die Kernreaktion 
20Ne(d,α)18F hergestellt wird. Dieses 18F ist als [18F]F2 mit [19F]F2 stabilisiert und damit 
carrier-added [5].  
Damit ist [18F]Fluorid an Zyklotron-Standorten leicht verfügbar. 18F kann mit hoher 
Aktivität hergestellt werden. Es besitzt eine geringe Positronenenergie von 0,63 MeV, 
wodurch eine gute Auflösung im PET erzielt wird (vergl. Tabelle 2). Die Halbwertszeit 
von 109,8 min ermöglicht eine Synthesezeit von bis zu zwei Stunden und 
PET-Aufnahmen über mehrere Stunden [10]. Die Routineanwendung von [18F]FDG 
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und anderer Radiopharmaka, sowie zahlreiche Forschungsthemen auf dem Gebiet der 
18F-Chemie haben dieses Radionuklid zu einem leicht zugänglichen und gut 
charakterisierten Schwerpunkt der Radiopharmazie gemacht [11]. Aus diesen Gründen 
besitzt 18F hohes Potential bei der Entwicklung von Radiotracern. 
 
1.2 18F-Markierung von Peptiden und Proteinen  
1.2.1 Bedeutung von Peptiden und Proteinen in der 
radiopharmazeutischen Chemie 
Peptide und Proteine sind biologisch relevante Moleküle. Sie spielen entscheidende 
Rollen in allen molekularen Prozessen des Lebens. Proteine treten beispielsweise als 
Enzyme in metabolischen Prozessen, bei der Zellteilung, als Gerüstproteine, in Form 
von Antikörpern oder als Rezeptoren bei der Signaltransduktion auf. Kleinere Moleküle 
wie Peptide agieren als Liganden für Rezeptoren [12] oder zur Enzymaktivierung [13]. 
Das können einerseits natürlich vorkommende, biologisch aktive Peptide sein, 
andererseits auch speziell synthetisierte Peptide, durch die an Proteinen und 
Antikörpern bindende Peptide nachempfunden sind. Eine Radiomarkierung derartiger 
Moleküle bietet somit Ansatzpunkte für Forschung und Medizin.  
Bei der Betrachtung von Tumoren kann beispielsweise eine Anzahl von Rezeptoren an 
der Zelloberfläche überexprimiert sein. Die Tumorzellen proliferieren stark, was zu 
einem verstärkten Zellcyclus führt und Metabolismen erhöht. Diese Veränderungen 
können durch Anwendung entsprechender Radiotracer erkannt bzw. bestätigt werden. 
Der Unterschied zu nicht pathogenen Zellen wird zu Diagnosezwecken genutzt. 
 
Peptide sind bereits seit den 1980er Jahren im Blickpunkt radiopharmazeutischer 
Forschung. Als Beispiel soll hier das Octreotid genannt werden. Es handelt sich um ein 
Somatostatin-Analogon, welches mit einer Vielzahl von Radionukliden markiert wurde, 
um Somatostatin-Rezeptoren in vivo darzustellen und somit eine Überexpression des 
Tumorgewebes sichtbar zu machen [14]. Klinisch eingesetzt wird dieses Verfahren zur 
Diagnose und Therapie von gastrointestinalen, endokrinen Tumoren. Ähnliche Ansätze 
bieten Peptide wie das Neurotensin und Bombesin [12, 15]. 
Verschiedene Radionuklide, wie 99mTc, 123I, 111In, 64Cu, 18F und 68Ga werden für die 
radioaktive Markierung von Peptiden verwendet [15]. Dabei lag der Fokus lange Zeit 
auf Arbeiten mit 99mTc, wobei die Anwendung jedoch auf Diagnostik mit SPECT 
beschränkt ist. 18F-markierte biologisch relevante Moleküle ermöglichen den Zugang 
zur PET und damit zur zeitlichen bzw. quantitativen Analyse von Veränderungen im 
Gewebe lebender Organismen. Des Weiteren werden die Komplexchemie und die 
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reduktive Umgebung, die für die direkte Markierung mit 99mTc notwendig sind, 
umgangen.  
 
Peptide sind allgemein definiert durch die Anzahl ihrer Aminosäuren (unter 50) und 
eine Molmasse unter 10000 g/mol. Sie besitzen im Gegensatz zu Proteinen keine 
definierte tertiäre Struktur. Der letzte Punkt führt dazu, dass Peptide im Allgemeinen 
weniger anfällig gegenüber den Markierungsbedingungen sind. Jedoch können 
geringste Änderungen in ihrer primären und sekundären Struktur zu einer 
Verschlechterung der Eigenschaften wie der Bindungsaffinität führen. Deshalb ist eine 
spezifische Bindung kleiner Moleküle an Bereiche des Peptids erforderlich, die keine 
Rolle für die biologische Aktivität spielen [12]. Gleiches gilt für Proteine, deren 
biologisch aktive Zentren nicht durch Markierungen beeinflusst, geschweige denn 
zerstört werden dürfen.  
 
Proteine werden unter anderem in Form von Antikörpern und deren Fragmenten in der 
Nuklearmedizin und Forschung eingesetzt. Ein bekanntes Beispiel ist Zevalin®, das als 
Radiotherapeutikum zur Behandlung des Non-Hodgkin-Lymphoms verwendet wird 
[16]. Es handelt sich um einen radioaktiv markierten, monoklonalen Antikörper. Das 
Verfahren wird als Immuntherapie bezeichnet.  
In der Regel trifft für alle biologisch relevanten Moleküle zu, dass eine Markierung nur 
mit guten bis sehr guten spezifischen Aktivitäten erfolgen darf, um eine Absättigung mit 
nicht-radioaktiver Substanz in vivo, am Wirkungsort zu umgehen. Dafür eignet sich 18F 
hervorragend. Des Weiteren ist die stabile Bindung des Radionuklids von großer 
Bedeutung für die Bildgebung, um eine dem Radiotracer entsprechende Verteilung im 
lebenden Organismus zu erhalten. Auch hier ist die kovalente Bindung, mit der 18F in 
den Radiotracer eingebracht wird, ausreichend stabil.  
 
1.2.2 Methoden für die Radiomarkierung von Peptiden und Proteinen mit 
18F 
Der einfachste denkbare Weg ein Peptid oder Protein mit dem Radionuklid zu 
versehen, ist eine direkte Markierung. Dabei erfolgt üblicherweise ein Austausch einer 
Hydroxygruppe oder ein isosterer Austausch eines Wasserstoffatoms durch 18F mittels 
nucleophiler Substitution einer entsprechenden Abgangsgruppe. Diese 
Vorgehensweise ist jedoch schwierig, da derartige Substitutionsreaktionen meist hohe 
Temperaturen (über 80°C) und organische Lösungsmitt el erfordern. Des Weiteren ist 
das Markierungsmilieu stark basisch. Diese Reaktionsbedingungen werden von 
Peptiden und Proteinen nicht toleriert. Deren Denaturierung ist die Folge.  
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Ein weiterer Grund für ein Erschweren der Markierung sind funktionelle Gruppen der 
Aminosäuren, die protischen Charakter besitzen. Während der Reaktion werden diese 
deprotoniert. Es kommt zur Bildung von unreaktivem Fluorwasserstoff ([18F]HF) [10]. 
Eine Markierung ist damit schwerer möglich oder würde eine aufwendige 
Schutzgruppenstrategie erforderlich machen. 
Eine zweite Herangehensweise ist eine electrophile Fluorierung [17]. Ausgehend von 
[18F]F2 kann die Reaktion nur mit zugesetztem Träger erfolgen, d.h. mit einem hohen 
19F-Isotopenanteil. Das stellt jedoch ein Problem für die spezifische Aktivität dar. Da 
beispielsweise die Rezeptordichte von Peptid-spezifischen Rezeptoren oft sehr gering 
ist, wird für szintigraphische Aufnahmen eine hohe spezifische Aktivität der radioaktiv 
markierten Verbindung benötigt. Andernfalls kommt es zur Absättigung der 
vorhandenen Rezeptoren durch nicht markierte Verbindung und damit zu einer 
verschlechterten Bildgebung und eventuell zu unerwünschten pharmakologischen 
Effekten [10, 12]. 
Alternativ bietet sich die Möglichkeit der Markierung mit Hilfe prosthetischer Gruppen. 
Diese Art der Markierung stellt eine effiziente und spezifische Methode dar. Der Begriff 
darf nicht mit der biochemischen Bezeichnung für Kofaktoren von Enzymen 
verwechselt werden. Eine prosthetische Gruppe ist in der Radiopharmazie ein an das 
biologisch relevante Molekül angebrachte Gruppe, die das Radionuklid trägt. Es 
handelt sich um ein meist organisches Molekül. Um eine prosthetische Gruppe in das 
biologisch relevante Molekül einzubringen, verwendet man einen bifunktionellen 
Markierungsbaustein. Bei einer 18F-Markierung wird das Radionuklid über eine 
nucleophile Substitution einer entsprechenden Abgangsgruppe in diesen Baustein 
eingebracht. Erst in einer zweiten, von der Fluorierung unabhängigen Reaktion, erfolgt 
die Kupplung an das biologisch relevante Molekül. Dies geschieht entweder über das 
Ausnutzen einer bereits vorhandenen funktionellen Gruppe des biologisch relevanten 
Moleküls oder über eine zuvor eingebrachte Gruppe [18]. Markierungen von Peptiden 
oder Proteinen können durch Acylierung [19-22], Amidierung [23], Imidierung [24], 
Alkylierung [24], Thioetherbildung [25-27] oder durch eine photochemische Reaktion 
erfolgen [20].  
• Einer der bekanntesten und oft verwendeten bifunktionellen 
Markierungsbausteine ist das N-Succinimidyl-4-[18F]fluorbenzoat ([18F]SFB) [19, 20]. 
Die Synthese erfolgt in drei Schritten: Basierend auf einem Benzoylring der durch die 
Carbonylfunktion aktiviert ist, wird das [18F]Fluorid in para-Position eingebracht. Als 
nächster Schritt erfolgt die Entschützung der Säurefunktion, wobei 4-
[18F]Fluorbenzoesäure gebildet wird. An diese wird in einem dritten Schritt ein 
Succinimidylrest gekuppelt (Abbildung 2).  
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Letztendlich erfolgt die Reaktion mit Aminogruppen der zu markierenden 
Verbindungen, wobei ein nucleophiler Angriff des Stickstoffatoms der Aminogruppe am 
Carbonyl-Kohlenstoffatom stattfindet. Aufgrund der Natur des Aktivesters, ist eine 
direkte Markierung dieser Verbindung mit [18F]Fluorid nicht möglich, da das basische 
Markierungsmilieu zur Spaltung der Esterfunktion führen würde.  
 
 
Abbildung 2: Synthese von N-Succinimidyl-4-[18F]fluorbenzoat ([18F]SFB) [20, 28] 
 
• Ein weiterer bifunktioneller Markierungsbaustein, der etwas näher erläutert 
werden soll, beruht auf einem Maleinimid [25, 26, 29]. In einem ersten Syntheseschritt 
wird p-[18F]Fluorbenzaldehyd ([18F]FBA) hergestellt. Anschließend erfolgt durch Zugabe 
von N-[4-(Aminooxy)butyl]maleinimid die Umsetzung zum N-{4-[(4-
[18F]fluorbenzyliden)-aminooxy]butyl}maleinimid (Abbildung 3). 
 
 
Abbildung 3: Synthese von N-{4-[(4-[18F]fluorbenzyliden)aminooxy]butyl}maleinimid [25] 
 
Die Reaktion mit biologisch relevanten Molekülen erfolgt an deren Thiolgruppen und ist 
somit auf Thiolgruppen-tragende Zielmoleküle beschränkt. 
• Chang et al. [18] beschreiben die Markierung von Human Serum Albumin 
(HSA) mit [18F]FBA. Dazu ist jedoch die vorherige Modifikation des Proteins notwendig. 
Diese erfolgt mit einem N-Hydroxysuccinimidester der Hydrazinnikotinsäure (NHS-
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HYNIC). Die eingebrachten Hydrazinreste gehen dann mit [18F]FBA eine 
Hydrazonbildung ein (Abbildung 4).  
 
 
Abbildung 4: Synthese von 18F-markiertem HSA durch Hydrazonbildung [18] 
 
Neben den bereits aufgeführten Nachteilen der oben genannten bifunktionellen 
Bausteine, gibt es noch weitere Aspekte, die im Verlauf der Arbeit betrachtet werden. 
Vor allem im Vergleich mit dem in dieser Arbeit vorgestellten bifunktionellen 
Markierungsbaustein p[18F]F-SA, sollen Vor- und Nachteile gegeneinander 
aufgewogen werden. Da jedoch zweifelsohne jede Markierungsmethode bzw. jeder 
bifunktionelle Markierungsbaustein nur eingeschränkt nutzbar ist, besteht immer wieder 
die Notwendigkeit der Entwicklung neuer Methoden. Verschiedene Ansätze bietet 
dabei die Gruppe der Click-Reaktionen, die im folgenden Kapitel näher erläutert 
werden soll. 
 
1.3 Click-Chemie 
1.3.1 Allgemeine Aspekte zur Click-Chemie 
Der Begriff Click-Chemie umschreibt eine Anzahl von Reaktionen, die sich aufgrund 
bestimmter Eigenschaften von Edukten und Produkten sowie bestimmter 
Reaktionsbedingungen auszeichnen. Nachfolgend findet sich eine tabellarische 
Aufführung dieser Eigenschaften und Bedingungen, die aber nur einen groben 
Überblick schaffen soll (Tabelle 3). Detailliertere Angaben finden sich im zweiten 
Unterpunkt dieses Abschnittes am konkreten Beispiel der 1,3-dipolaren 
[3+2]Cycloaddition von Alkin- und Azid-Derivaten, die zur Klasse der Click-Reaktionen 
gehört.  
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Aufgrund dieser speziellen Eigenschaften gibt es für diese Reaktionen eine Vielzahl 
von Einsatzgebieten. Insbesondere die Verwendung bei radiopharmazeutischen 
Fragestellungen soll hier betrachtet werden. Für die Markierung von biologisch 
relevanten Molekülen (Peptide, Proteine, Oligonukleotide, etc.) wird, wie bereits im 
Unterpunkt „18F-Markierung von Peptiden und Proteinen“ erläutert, der Ansatz der 
prosthetischen Gruppen verwendet. Das Bausteinprinzip findet hier also bereits 
Anwendung.  
 
Tabelle 3: Eigenschaften und Bedingungen der Click-Chemie [30, 31] 
hohe Selektivität der Reaktionen 
Bildung von Heteroatombindungen 
Anwendung milder Reaktionsbedingungen 
Verwendung einfacher Aufarbeitungs- und Reinigungsmethoden 
Reaktion nach dem Bausteinprinzip 
hohe Ausbeuten 
Bildung von Nebenprodukten gering bzw. nicht beobachtet 
Energetisch günstige Reaktionen 
Stereospezifität (keine Enantioselektivität) 
leicht zugängliche Ausgangsstoffe 
 
Die Stabilität der zu markierenden Moleküle muss ebenfalls berücksichtigt werden, 
ebenso spielt die Bioorthogonalität der eingesetzten funktionellen Gruppen eine 
entscheidende Rolle. Auf diese Aspekte wird im folgenden Kapitel 1.3.2 (1,3-dipolare 
[3+2]Cycloaddition von Azid-Derivaten und Alkin-Derivaten) konkreter eingegangen.  
 
Tabelle 4: Beispiele aus der Click-Chemie [30] 
Reaktionen funktionelle Gruppen bzw. Produkte 
1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition Alkin-Derivate, Azid-Derivate → Triazole 
Ringöffnungsreaktionen heterocyclischer 
Electrophile (hohe Ringspannung) Epoxide, Aziridine 
Reaktionen von Carbonylverbindungen 
(keine Aldolreaktionen) 
Bildung von: Harnstoffe, Thioharnstoffe, 
aromatische Heterocyclen, Hydrazone, 
Amide 
Additionsreaktionen an Kohlenstoff-
Mehrfachbindungen ( mit Oxidation 
einhergehend) 
Epoxide, Dihydroxy-Verbindungen, 
Aziridine, Produkte der Michael-
Addition 
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Es wurde bereits die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition von Alkin-Derivaten und Azid-
Derivaten als Beispielreaktion für die Click-Chemie erwähnt. Weitere Beispiele sind in 
Tabelle 4 aufgeführt und sollen einen Überblick über die Vielfalt der Click-Chemie 
geben. So kann die bereits vorgestellte Reaktion zu Hydrazonen (Abbildung 4) 
ebenfalls der Click-Chemie zugeordnet werden.  
 
1.3.2 Die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition von Azid- und Alkin-Derivaten 
Mechanismus der Reaktion 
Ein Azid-Derivat reagiert mit einem Alkin-Derivat über eine Cycloaddition zu einem 
1,2,3-Triazol. Die Reaktion entspricht dem Modell der Huisgen-1,3-dipolaren-
[3+2]Cycloaddition [32-34]. Zwei ungesättigte Verbindungen reagieren miteinander und 
bilden dabei einen fünfgliedrigen Ring, der Heteroatome enthält. Das Endprodukt ist 
die Summe der Komponenten. 
Es reagiert ein endständiges Alkin-Derivat, welches hier als Dipolarophil fungiert, mit 
einem Azid-Derivat, einer 1,3-dipolaren Verbindung. Das Triazol wird 1,4-disubstituiert 
und 1,5-disubstituiert gebildet (Abbildung 5). Die Konstitutionsisomere werden ca. im 
Verhältnis 1:1 gebildet. Sterische Hinderungen aufgrund der Substituenten R und R’ 
führen zu Abweichungen. 
 
N N N R
N N N R+R'
NN
NR' R
NN
N R
R'
+
1,4-disubstituiert 1,5-disubstituiert
 
Abbildung 5: 1,3-dipolare Cycloaddition nach Huisgen [32-34] 
 
Elektronen für die neu geknüpften Bindungen liefern zum einen das Dipolarophil (Alkin-
Derivat) und zum anderen die 1,3-dipolare Verbindung (Azid-Derivat). Weiterhin kommt 
es zu einer Verschiebung eines Elektronenpaares innerhalb der 1,3-dipolaren 
Verbindung. Insgesamt werden demnach bei dieser konzertierten Reaktion sechs 
Elektronen verschoben, was zum Ringschluss führt.  
Wird die Reaktion ohne weitere Zusätze durchgeführt, verläuft sie nicht regioselektiv. 
Enthält das Reaktionsgemisch Kupfer(I)-Ionen, wird nur ein Konstitutionsisomer 
gebildet. Meldal und Tornøe (2008) [35] beschreiben einen Vorschlag zum 
Mechanismus der Reaktion. Vorangehend zur Cycloaddition steht die Bildung des 
Kupferacetylids. Zunächst findet eine Koordination der π-Elektronen eines Alkin-
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Derivats zu einem Kupfer(I)-Ion statt. Dadurch kann das Proton der Alkingruppe 
leichter abgegeben werden und das Acetylid wird gebildet. Aus diesem Grund wird 
keine Reaktion mit internen Alkingruppen beobachtet. Es wird angenommen, dass bis 
zu drei Kupfer(I)-Ionen beteiligt sind und dabei starke Wechselwirkungen mit den 
π-Elektronen des Alkin-Derivats auftreten. Dadurch erhält das zweite Kohlenstoffatom 
eine stark positive Ladung und kann somit durch das Azid-Derivat angegriffen werden. 
Aufgrund der Koordination von Alkingruppe und Azidgruppe durch ein System aus 
Kupfer(I)-Ionen unterstützt durch weitere Liganden, kann nur das 1,4-disubstituierte 
1,2,3-Triazol gebildet werden. Dabei werden zwei verschiedene Komplexe postuliert. 
Ein sechsgliedriger Übergangszustand führt bei beiden zum Ringschluss. Die 
Kupferionen sind zunächst weiter an die Kohlenstoffdoppelbindung koordiniert.  
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Abbildung 6: Mechanismus der Cu(I)-katalysierten 1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition. 
L = Ligand (z.B.: H2O, Acetonitril) [35]; Als Gegenionen treten SO42- und Br- auf, in Abhängigkeit 
vom eingesetzten Kupfersalz. 
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Im nächsten Schritt wird das Produkt freigesetzt, wodurch die Kupfer(I)-Ionen wieder 
für die Katalyse zur Verfügung stehen. Deshalb ist es ausreichend, katalytische 
Mengen der Kupferionen einzusetzen. Detailliertere Vorgehensweisen zur 
Kupferkatalyse werden im folgenden Unterpunkt „Katalysator und Ligandsysteme“ 
vorgestellt. 
Sowohl bei Alkingruppen als auch bei Azidgruppen handelt es sich um sogenannte 
bioorthogonale funktionelle Gruppen [36-38]. Diese Gruppen treten in biologisch 
relevanten Molekülen nicht bzw. in nur sehr seltenen Fällen auf und reagieren nicht mit 
den in diesen Molekülen vorhandenen, funktionellen Gruppen. Einerseits erfordert dies 
das Einbringen einer funktionellen Gruppe in das biologisch relevante Molekül, um es 
für die anschließende Click-Reaktion zugänglich zu machen. Andererseits ist es so 
möglich, regiospezifisch definiert an einer durch vorherige Modifikation festgelegten 
Stelle die Reaktion durchzuführen.  
 
Reaktionsbedingungen 
Des Weiteren sind die Reaktionsbedingungen hervorragend geeignet, um biologisch 
relevante Moleküle nicht in ihrer Integrität zu beeinträchtigen. Temperaturen weit über 
Raumtemperatur sind nicht notwendig. Auf Arbeiten in rein organischem Lösungsmittel 
kann man weitestgehend verzichten.  
Die Verwendung von Wasser hat einige Vorteile [39]. Fehlt Wasser bei der Reaktion, 
erfolgt diese bedeutend langsamer und weniger regioselektiv. Da die Bildung von 
Triazolen stark exotherm ist, bewirkt das Wasser aufgrund seiner hohen 
Wärmekapazität, dass die Reaktion besonders im großen Maßstab nicht „außer 
Kontrolle“ gerät. Bereits der erste Schritt der Reaktion (Abbildung 6) ist exotherm. 
Wasser fungiert als Ligand für das Cu(I)-Ion. Werden beispielsweise Proteine bei der 
Reaktion eingesetzt, werden funktionelle Gruppen wie Amid- oder Alkoholgruppen 
durch Dipolwechselwirkungen mit Wassermolekülen abgeschirmt. Die Reaktion wird 
durch diese funktionellen Gruppen nicht mehr beeinflusst. Nicht zuletzt besitzen gerade 
Peptide und Proteine eine sehr gute Löslichkeit im wässrigen Medium. 
 
Ausgangsstoffe und Eigenschaften des Produkts 
Die Edukte sind leicht zugänglich, so können Alkin- und Azidfunktion einfach in 
organische Verbindungen eingebracht werden. Für die Modifikation der biologisch 
relevanten Moleküle bieten sich sogenannte Linker-Moleküle an. Diese sind 
bifunktionell, tragen einerseits einen Alkin- oder Azidrest und andererseits eine 
Bindungsstelle wie beispielsweise einen Succinimidylrest [40, 41] oder einen 
Maleinimidrest zur Bindung an Aminogruppen bzw. Thiolgruppen. 
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Das bei der Reaktion resultierende Triazol verfügt über gute Eigenschaften hinsichtlich 
der Stabilität aber auch der Polarität. Der Fünfring ist in vivo stabil, er bietet keine 
Möglichkeit der hydrolytischen Spaltung, wie sie bei Peptidbindungen auftritt [31]. Die 
elektronischen Verhältnisse der Bindung innerhalb des neu gebildeten Molekülteils 
führen zu einem ähnlichen Charakter entsprechend der Peptidbindung. Das Triazol 
besitzt ein stärkeres Dipolmoment. Diese Eigenschaft verstärkt die Ausbildung von 
Wasserstoffbrückenbindungen zusätzlich [31].  
Eine alternative Möglichkeit zur Synthese von 1,2,3-Triazolen aus Azid-Derivaten und 
Alkin-Derivaten beruht auf dem Einsatz von Bromid-Derivaten. Diese werden in situ mit 
Natriumazid zu den entsprechenden Azid-Derivaten umgesetzt und reagieren dann mit 
dem Alkin-Derivat in der üblichen Cycloaddition [42, 43]. Man spricht von einer 
Dreikomponentenreaktion. 
 
1.3.3 Katalysator- und Ligandsysteme 
Wie bereits beschrieben ist die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition nach Huisgen 
thermischer Natur, es sind hohe Temperaturen für die Umsetzung notwendig. Die 
Neuerung, eingeführt durch Arbeiten der Gruppe um Sharpless [44] und zeitgleichen 
Arbeiten der Gruppe um Meldal [45], beruhen auf der Katalyse dieser Reaktion durch 
die Übergangsmetalle Kupfer und Ruthenium [46]. Dadurch können hohe 
Temperaturen vermieden werden. Verschiedenste Katalysatorsysteme bestehend aus 
diesen Übergangsmetallen und geeigneten Ligandsystemen werden beschrieben 
(Tabelle 5). 
Kupfer(I)-Ionen sind die katalytisch wirksame Kupferspezies. Durch ihre Teilnahme an 
der Reaktion wird das 1,4-disubstituierte Produkt gebildet. Um Kupfer(I)-Ionen in situ 
bereitzustellen, kann direkt ein Salz mit Kupfer(I)-Ionen hinzugegeben werden. Weit 
verbreitet ist jedoch die Möglichkeit, die Kupfer(II)-Ionen des Kupfersulfats durch 
geeignete Reduktionsmittel wie Natriumascorbat zu reduzieren. Man verwendet also 
einen Überschuss an Ascorbat, um in situ eine Redoxreaktion hervorzurufen, die die 
gewünschten Kupfer(I)-Ionen zur Verfügung stellt. Eine Alternative ist die Verwendung 
von Kupfer in seiner metallischen Form als Kupferstaub oder Kupferdraht. Diese 
werden einfach in Lösung gegeben und durch eine elektrochemische Reaktion werden 
Kupfer(II)-Ionen erzeugt. Dieses geht dann mit metallischem Kupfer eine 
Synproportionierung ein und Kupfer(I)-Ionen werden gebildet.  
Wie bereits erwähnt, werden Kupfer(I)-Ionen in Lösung durch Reduktionsmittel im 
Oxidationszustand +1 gehalten. Stößt man allerdings an die Grenze, dass 
Reduktionsmittel unvereinbar mit Edukten sind, wie das bei Proteinen der Fall sein 
kann (Reduktion von Disulfidbrücken), ist ein anderer Ansatz wünschenswert. Chan 
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et al. [47] beobachteten eine Beschleunigung der 1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition 
durch das entstandene Produkt. Es handelt sich dabei um ein Tris(triazolyl)amin, das 
wie ein Ligand für die Kupfer(I)-Ionen dient. Es werden zwei Wirkungen beschrieben: 
die Beschleunigung der Reaktion und gleichzeitig die Stabilisierung der 
Oxidationsstufe.  
 
Tabelle 5: Katalysator und Ligandsysteme 
Katalysator / Ligandsystem Literatur 
Reduktionsmittel für die Reduktion  
von Cu(II) zu Cu(I) 
 
Ascorbat  Rodionov et al., 2005 [50] 
Tris(carboxyethyl)phosphin  Wang et al., 2003 [51] 
Ligandsysteme für Kupfer(I)-Ionen 
 
TBTA (Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl]amin) 
Chan et al., 2004 [47] 
Lewis et al., 2004 [52] 
Donnelly et al., 2008 [53] 
Rodionov et al., 2007 [54, 55] 
verschiedene Amin-basierte Liganden Lewis et al., 2004 [52] 
Rodionov et al., 2007 [54, 55] 
Polymergebundenes Amin-Derivat Girard et al., 2006 [56] 
Chan et al., 2007 [57] 
Ligand im organischen Lösungsmittel löslich Perez-Balderas et al., 2003 
[58] 
nichtbasische Histidin-Derivate Tanaka et al., 2007 [59] 
N-heterocyclische Carbenliganden (auch für interne 
Alkingruppen) 
Diez-Gonzalez et al., 2006 
[60] 
Sonstige Verfahren für den Einsatz von 
Kupferspezies 
 
elementares Kupfer (Synproportionierung zwischen 
Cu(II) und Cu(0)) 
Himo et al., 2005 [61] 
Katalyse durch Kupfer(II)-Ionen Reddy et al., 2006 [49] 
Bonnamour et al., 2007 [62] 
Ligandfreie Cycloaddition (Zeolite) Chassaing et al., 2007 und 
2008 [63, 64] 
Lösungsmittelfreie Cycloaddition Li et al., 2008 [65] 
auf Aluminiumoxyhydroxid-Nanopartikeln 
immobilisiertes Kupfer 
Park et al., 2008 [66] 
Mikrowellen-assistierte Reaktion Appukkuttan et al., 2004 [42] 
Beryozkina et al., 2006 [67] 
Kupferfreie Verfahren zur Cycloaddition 
 
strain-promoted Cycloaddition (Ringspannung) Baskin et al., 2007 [38, 68] 
Ess et al., 2008 [69] 
Rutheniumkatalysierte Cycloaddition Zhang et al., 2005 [46] 
 
Für Radiomarkierungen wurde bisher nur eine Reaktion unter Verwendung dieser 
Liganden beschrieben [48]. Andere Amin-Derivate finden jedoch häufig Einsatz. 
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Allgemein stabilisieren Stickstoff-basierte Liganden die Oxidationsstufe +1 des Kupfers 
unter Sauerstoffeinfluss im wässrigen System [31]. Als Übergangsmetall geht Kupfer 
Komplexbindungen ein. In wässrigen und organischen Lösungen sind die 
Koordinationsstellen durch Lösungsmittelmoleküle besetzt. Diese spielen bei der 
Katalyse der Reaktion eine entscheidende Rolle.  
Weiterhin wird die Katalyse der Cycloaddition durch Kupfer(II)-Ionen beschrieben [49]. 
Zu dieser Vorgehensweise gibt es jedoch keine mechanistischen Vorschläge. Der 
Erfolg der Reaktion ist dabei abhängig von der Art der Kupfer(II)salze. Die Reaktion 
läuft ab, wenn zum Beispiel Kupferacetat verwendet wird. 
Des Weiteren können Ruthenium-Komplexe für die Synthese eingesetzt werden. 
Abhängig von der Art des Komplexes bzw. der Ligandstruktur wird das 
1,4-disubstituierte, das 1,5-disubstituierte Triazol oder ein Gemisch aus beiden 
Triazolen gebildet.  
In fast allen Fällen ist jedoch erforderlich, Kupfersalze mit Kupfer(I)-Ionen zuzusetzen. 
Alternativ gibt es aber die Möglichkeit die Reaktion ohne Zugabe von Kupfersalzen 
durchzuführen. Man spricht von einer „strain-promoted reaction“, wobei die Alkingruppe 
in einem Ringsystem integriert vorliegt. Die Alkingruppe wird durch die Ringspannung 
aktiviert und geht daher die Cycloaddition ein.  
Weiterhin muss beachtet werden, dass eine Modifikation der 
Lösungsmittelzusammensetzung des Reaktionsgemisches einen starken Einfluss auf 
Reaktionsfähigkeit und Ausbeute ausübt, genauso wie der Zusatz von Amin-basierten 
Basen.  
 
1.3.4 Anwendung der Click-Chemie für die Synthese von Radiotracern 
Von Mindt et al. [70-72] wurde ein Ansatz zur 99mTc-Markierung entwickelt, der sich der 
1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition bedient. Der Chelator enthält ein Triazol, wobei eines 
der Stickstoffatome als Elektronenpaar-Donator für die Komplexbildung fungiert und 
damit eine stabile Komplexierung des 99mTc ermöglicht. 
Neben der Cycloaddition finden auch andere Click-Reaktionen in der Radiopharmazie 
Anwendung. Die Epoxidringöffnung bzw. die Aziridinringöffnung werden verwendet, um 
[18F]Fluorid über die hohe Ringspannung in Markierungsvorstufen einzubringen [73-
75]. Auch an der Verwendung der Staudinger-Ligation für die Synthese von 
Radiotracern wird geforscht [76-78]. 
Die in der Literatur vorgestellten, prosthetischen Gruppen besitzen Vor- und Nachteile, 
die im Verlauf der Arbeit näher erläutert und beurteilt werden sollen. Alternative 
prosthetische Gruppen sind wünschenswert, um ein breites Feld der Anwendung zu 
erschließen und um Einschränkungen anderer Gruppen zu umgehen.  
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1.3.4.1 Anwendung der 1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition für die Synthese von 
18F-markierten Verbindungen 
In jüngster Vergangenheit wurden verschiedene Arbeiten vorgestellt [79-85], die sich 
mit der 18F-Markierung von organischen Molekülen und Peptiden mit Click-Chemie 
befassen. Auf eine Auswahl dieser Arbeiten wird hier detaillierter eingegangen. Marik 
und Sutcliffe [79] beschreiben mehrere kurzkettige, aliphatische Alkin-Derivate, die 
unter Substitution eines Tosylrests direkt 18F-markiert werden können (Abbildung 7).  
 
 
Abbildung 7: Synthese von ω-[18F]Fluoralkinen [79] 
 
Diese 18F-markierten Alkinsynthesebausteine werden durch Codestillation mit 
Acetonitril vom Reaktionsgemisch abgetrennt. Das ist möglich, da die Verbindungen 
relativ niedrige Siedepunkte besitzen (Tabelle 6).  
 
Tabelle 6: Synthese von ω-[18F]Fluoralkinen [79] 
n RCA in % RCR in % Siedepunkt in °C 
1 36 98 45 
2 81 98 76 
3 61 99 106 
 
Die ω-[18F]Fluoralkine werden zur Markierung von azidfunktionalisierten Peptiden 
eingesetzt. Die Cycloaddition erfolgt in einem Acetonitril/Wasser/Dimethylformamid-
Gemisch (Abbildung 8). Die azidfunktionalisierten Peptide werden mit radiochemischen 
Ausbeuten (RCA) von 54-99% markiert und mit einer radiochemischen Reinheit (RCR) 
von 81-99% erhalten. Weiterführende Arbeiten auf diesem Gebiet wurden von Hausner 
et al. [86] durchgeführt. Es wird die 18F-Markierung von ανβ6-spezifischen Peptiden 
beschrieben und ihre in vivo-Untersuchung an Mäusen.  
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n
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O 18F
n
N
N
N
O
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CuI, DIPEA
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Abbildung 8: 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition von ω-[18F]Fluoralkinen mit verschiedenen 
azidfunktionalisierten Peptiden [79] 
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Glaser und Årstad [80] beschreiben einen Ansatz basierend auf einem 
azidfunktionalisierten 18F-Clickbaustein (Abbildung 9). Dieser Baustein ist aufgrund 
seiner Struktur ebenfalls leicht flüchtig, wodurch er mittels Destillation gereinigt werden 
kann. Das Produkt entsteht mit einer radiochemischen Ausbeute von 54% 
(zerfallskorrigiert). 
 
TsO N3 18F N3 N N
N18F
R
Acetonitril
15 min, 80°C
R
Methode
 A oder B
[18F]F-
K2.2.2/K2CO3
 
Abbildung 9: Synthese von 2-[18F]Fluorethylazid und anschließende Click-Reaktion; 
Methode A: CuSO4/Natriumascorbat in Acetonitril/Dimethylformamid/Natriumphosphatpuffer 
(pH=6,0, 50 mM); Methode B: Kupferstaub in Acetonitril/Dimethylformamid/ 
Natriumphosphatpuffer (pH=6,0, 50 mM) 
 
Die darauf folgende Click-Reaktion wird entweder durch Einsatz eines 
Kupfersulfat/Natriumascorbat-Systems (Methode A) oder durch Kupferstaub (Methode 
B) katalysiert. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur und bei 80°C innerhalb von 
15 min durchgeführt. Verschiedene organische Moleküle wie Ethinylbenzol, 
Propiolsäure und N-(Prop-2-inyl)benzamid, aber auch ein alkinfunktionalisiertes 
Beispielpeptid der Sequenz H-KFK-OH wurden markiert. Die Markierung des Peptides 
erfolgte nach Methode A bei Raumtemperatur innerhalb von 15 min.  
 
In eigenen vorangegangenen Arbeiten wurde ein auf einem aromatischen System 
beruhender Baustein synthetisiert. Diese Arbeiten wurden bereits publiziert [81]. Die 
Synthese dieses Bausteins erfolgt ausgehend von N-Succinimidyl-4-[18F]fluorbenzoat 
([18F]SFB), wobei der Aktivester durch Reaktion mit Propargylamin zu dem 
gewünschten alkinfunktionalisierten 18F-Synthesebaustein umgesetzt wird (Abbildung 
10).  
 
 
Abbildung 10: Synthese von 4-[18F]Fluor-N-(prop-2-inyl)benzamid 
 
Die [18F]SFB-Synthese ist im Abschnitt „Methoden für die Radiomarkierung von 
Peptiden und Proteinen mit 18F“ beschrieben. Die Reinigung des Bausteins 
4-[18F]Fluor-N-(prop-2-inyl)benzamid erfolgt über Festphasenextraktion mit einer 
RP-18-Kartusche. Man erhält den bifunktionellen Markierungsbaustein mit einer 
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radiochemischen Ausbeute von 69%, ausgehend von [18F]SFB, und einer 
radiochemischen Reinheit größer 90%. 
In dieser Arbeit wurde azidfunktionalisiertes Neurotensin(8-13) über die 1,3-dipolare 
[3+2]Cycloaddition 18F-markiert. Die Click-Reaktion verläuft mit einem Gemisch aus 
Kupfersulfat und Natriumascorbat in einem Boratpuffer (pH=8,4) innerhalb von 20 min 
bei 40°C. Das Produkt kann mit einem Anteil von 66%  im Reaktionsgemisch 
nachgewiesen werden.  
 
Li et al. [82] beschreiben die Markierung eines RGD-Peptides. Der verwendete 
bifunktionelle Markierungsbaustein beruht auf einer Polyetherkette und ist damit 
hydrophiler, als die bisher vorgestellten Bausteine. Die Reinigung erfolgt über 
semipräparative HPLC. Der Alkinbaustein kann mit einer radiochemischen Ausbeute 
von 79 ± 2% hergestellt werden.  
 
18F O O OTsO O O O DMSO,
15 min, 110°C
[18F]F-
K2.2.2/K2CO3
 
Abbildung 11: Synthese von 3-(2-(2-(2-[18F]Fluorethoxy)ethoxy)ethoxy)-1-propin 
 
Ein azidfunktionalisiertes RGD-Peptid wurde 18F-markiert. Die Reaktion erfolgt mit 
Kupfersulfat und Natriumascorbat in THF innerhalb von 20 min bei 40°C. Das 
HPLC-gereinigte Produkt wird mit einer radiochemischen Ausbeute von 69 ± 11% 
(zerfallskorrigiert) und einer radiochemischen Reinheit über 97% erzeugt. Das Produkt 
wurde für in vivo-Untersuchungen angewendet.  
 
Weitere bifunktionelle Markierungsbausteine, die ebenfalls einen hydrophileren 
Charakter besitzen, wurden von Sirion et al. [83] entwickelt. Diese sind entweder alkin- 
oder azidfunktionalisiert (Abbildung 12).  
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Abbildung 12: Von Sirion et al. [83] entwickelte bifunktionelle Markierungsbautsteine zur 
18F-Markierung 
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Die Markierungsvorstufen tragen eine Mesylgruppe, die bei der 18F-Markierung 
substituiert wird. Die Markierung erfolgt mit Tetrabutylammoniumhydrogencarbonat in 
tBuOH bei 100°C innerhalb von 20 min. Das Produkt 3- (2-(2-[18F]Fluorethoxy)ethoxy)-
1-propin wird mit einem Anteil von 90% im Reaktionsgemisch durch 
Radiodünnschichtchromatographie nachgewiesen.  
Die Click-Reaktion erfolgt ohne vorherige Reinigung des Synthesebausteins. Das 
Reaktionsgemisch besteht aus Kupfersulfat, Natriumascorbat und der zu markierenden 
Verbindung. Die Reaktion wird bei Raumtemperatur innerhalb von 10 - 30 min 
durchgeführt. Die Reaktionszeit ist abhängig von der zu markierenden Verbindung. 
Diese reichen von einfachen organischen Verbindungen wie Ethinylbenzol und 
1-Ethinyl-4-methoxybenzol (Anteil in R-DC: 71-100%), über Zucker (Anteil in  
R-DC: 87-100%) und Aminosäuren (azidfunktionalisiertes Prolinderivat; Anteil in  
R-DC: 88-100%) bis hin zu Nukleosiden (azidfunktionalisiertes Desoxythymidinderivat, 
Anteil in R-DC: 85-100%). 
Weitere Anwendungsbeispiele liefern Kim et al. [87] mit der Markierung eines 
Zuckermoleküls (Abbildung 13). Kuhnast et al. [88] stellen einen Fluorpyridin-basierten 
bifunktionellen Markierungsbaustein vor, [18F]FPyKYNE (Abbildung 13).  
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Abbildung 13: 18F-markierter Zucker [89] und bifunktionelle Markierungsbausteine zur 
18F-Markierung mittels 1,3-dipolarer [3+2]Cycloaddition 
 
Inkster et al. [90] publizierten eine ähnliche funktionelle Gruppe, basierend auf 
Fluorpyridin (Abbildung 13). Mit Hilfe von TBTA (Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl]amin) [47], Cu(CH3CN)4PF6, und DIPEA konnte ein Peptid markiert werden. 
Die Reaktion erfolgte in einem Gemisch aus Dimethylformamid und 
Natriumphosphatpuffer (pH = 8,5). Maschauer et al. [91] wählten als Grundgerüst für 
ihren bifunktionellen Markierungsbaustein ein Zuckermolekül (Abbildung 13). Thonon 
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et al. [92] beschreiben die Synthese eines azidtragenden bifunktionellen 
Markierungsbausteins, beruhend auf einem Benzylring mit einem aromatisch 
gebundenem 18F (Abbildung 13). Jedoch handelt es sich hierbei um eine vierstufige 
Synthese. 
 
1.4 Möglichkeiten der nucleophilen aromatischen Substitution 
von Sulfon-Derivaten und Sulfonamid-Derivaten mit 
[18F]Fluorid ohne Trägerzusatz (n.c.a.) 
Eine prosthetische Gruppe kann auf einem aliphatischen oder aromatischen System 
beruhen. Dabei ist die Stabilität der Bindung des Fluoratoms zu berücksichtigen. 
Allgemein ist bekannt, dass aromatische Kohlenstoff-Fluor-Bindungen besonders 
in vivo eine höhere Stabilität aufweisen als aliphatische Kohlenstoff-Fluor-Bindungen. 
Nutz man aromatische Verbindungen, ist eine elektronenziehende Gruppe notwendig, 
die den Aromaten aktiviert und damit für einen nucleophilen Angriff des [18F]Fluorid 
zugänglich macht. Übliche Verbindungen enthalten Carbonylgruppen in Form von 
Aldehyden [25] oder Estern [20]. Denkbar sind jedoch auch Verbindungen, die auf 
Heteroatomen beruhen, wie zum Beispiel auf einem Schwefelatom bei 
Sulfon-Derivaten. 
 
In verschiedenen Literaturstellen wird sowohl die Synthese von Sulfon-Derivaten als 
auch von Sulfonamid-Derivaten im Zusammenhang mit 18F-Markierungen beschrieben. 
Parent et al. [93] verwenden 18F-markierte Sulfon-Derivate als Bestandteil eines 
nichtsteroidalen, Androgen-Rezeptor-bindenden, bildgebenden Agenz. Bereits die 
Synthese der Referenzsubstanz erweist sich als schwierig und muss unter 
Verwendung eines Zwischenschrittes erfolgen. 4-Trimethylammoniumphenyl-
methylsulfon-triflat wird zunächst mit TBAF fluoriert und anschließend zur endgültigen 
Referenzsubstanz umgesetzt (Abbildung 14).  
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Abbildung 14: Synthese von Bicalutamid 
 
Diese Vorgehensweise wird für die radioaktive Fluorierung adaptiert. Der Grund dafür 
liegt in der sich in β-Position zur SO2-Gruppe befindlichen Hydroxygruppe. Diese wird 
zwar in einer Synthesestrategie, die die Fluorierung des gesamten Moleküls vorsieht, 
geschützt, die Reaktion mit [18F]TBAF, [18F]KF/Kryptofix[2.2.2] oder [18F]CsF/ionische 
Flüssigkeit führt jedoch zu einer Eliminierung (Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Nebenprodukte der Bicalutamid-Synthese 
 
Die Verwendung von Sulfonamidresten als elektronenziehende Gruppe zur Aktivierung 
von aromatischen Ringsystemen für die 18F-Markierung wurde von Shiue et al. [94] 
beschrieben. Es wird die Markierung von ortho- und parasubstituierten Benzamiden 
und eines parasubstituierten Benzolsulfonamids verglichen (Abbildung 16). Diese sind 
potentielle Sigma-Rezeptorliganden. 
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Abbildung 16: 18F-markierte Fluorbenzamide und Fluorbenzolsulfonamid 
 
Die Markierung aller drei Verbindungen erfolgt ausgehend von der entsprechenden 
Nitro-Markierungsvorstufe in Dimethylsulfoxid bei 140°C innerhalb von 20 min. Die 
Ausbeuten liegen für die orthosubstituierte Verbindung des Benzamids bei 15-20%. 
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Das parasubstituierte Benzamid wird mit Ausbeuten von 4-6% hergestellt. Für das 
parasubstituierte Benzolsulfonamid werden Ausbeuten von 1,5-2% erhalten. 
 
Shiue et al. [95] beschreiben, dass Sulfoharnstoffe als antidiabetische Agenzien 
dienen, da sie pankreatische ATP-sensitive Kaliumkanäle blockieren. Sulfoharnstoffe 
werden als β-Cell-Imaging agents in Betracht gezogen. Dies soll durch Markierung mit 
einem Positronenstrahler ermöglicht werden (Abbildung 17). 
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Abbildung 17: 18F-markiertes Sulfonamid-Derivat [95] 
 
Als Markierungsvorstufe dient dabei die in Abbildung 18 dargestellte Verbindung mit 
einer Nitrogruppe als Abgangsgruppe. Die Synthese erfolgte aus den entsprechenden 
Benzolsulfonamiden (Abbildung 19). 
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Abbildung 18: Markierungsvorstufe für ein β-Cell-Imaging agent [95] 
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Abbildung 19: Synthese von Referenzsubstanz und Markierungsvorstufe eines β-Cell-Imaging 
agent [95] 
 
Für die anschließende Radiomarkierung werden zwei Wege vorgeschlagen. Die erste 
Möglichkeit ist die direkte nucleophile Markierung der Nitro-Markierungsvorstufe mit 
K[18F]/Kryptofix2.2.2 in Acetonitril oder Dimethylsulfoxid bei 80-140°C. Allerdings wird 
hier eine geringe Ausbeute und die Bildung von Nebenprodukten beobachtet.  
Ursache ist das Proton am Stickstoffatom in Nachbarstellung zur SO2-Gruppe. Das am 
N-Atom einfach substituierte Sulfonamid-Derivat ist sehr acid und liegt unter den 
verwendeten Reaktionsbedingungen als Anion vor. Das Proton führt demnach zur 
Herabsetzung der Nucleophilie des [18F]Fluorids, da es mit diesem zur 
Fluorwasserstoffsäure reagiert. Eine Markierung wird damit erschwert.  
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Als Alternative wird eine Zweischritt/Eintopf-Methode verwendet, bei der zunächst eine 
Fluorierung des Sulfonamid-Derivates stattfindet und anschließend die Kupplung zum 
Harnstoffderivat. Dieser Ansatz erfordert allerdings erheblich mehr Zeit (120 min 
Synthesedauer bezogen auf EOB) und führt zu einer eher geringen Ausbeute von 
1-2%.  
 
Ein weiterer Ansatz zur Reaktion von Sulfonamid-Derivaten mit [18F]Fluorid wird in 
einem Artikel von Supuran et al. [96] erläutert. Hier dienen die synthetisierten 
Verbindungen als Inhibitoren für die Carboanhydrase. Supuran et al. versuchten die in 
Abbildung 20 dargestellte Verbindung zu synthetisieren. Hier wird eine 
Markierungsvorstufe mit Nitro-Abgangsgruppe gewählt (Abbildung 21).  
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Abbildung 20: [18F]Sulfonamid-Derivat [96] 
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Abbildung 21: Markierungsvorstufe für ein Analogon eines Inhibitors für die Carboanhydrase 
[96] 
 
Die Fluorierungsreaktion in Dimethylsulfoxid bei hohen Temperaturen (125°C) führte zu 
sehr geringen Ausbeuten. Als Ursache wird erneut die hohe Acidität der Protonen der 
Sulfonamidgruppen angeführt. Um dies zu umgehen wurden Schutzgruppen mit Hilfe 
von Benzylchlormethylether eingeführt. Auch hier konnten nur Ausbeuten von 0,5-2% 
erzielt werden.  
Ein zweiter Ansatz wurde gewählt, der einen Pyridiniumrest als Abgangsgruppe 
beinhaltet. Entsprechende Verbindungen wurden mit 2,4,6-trisubstituierten 
Pyryliumsalzen umgesetzt, wodurch die Verbindungen, in Abbildung 22 dargestellt, 
erhalten wurden. Durch einen nucleophilen Angriff soll der Pyridiniumrest durch ein 
Fluoratom ersetzt werden. (Der Artikel beinhaltet nur die Reaktion mit nicht-
radioaktivem Fluorid.)  
 
Einleitung 
25 
N S
R
R
R
HN
O O
S
NN
S
O O
NH2
N S
R
R
R
N
O O
S
NN
S
O O
NH2
R = Me, Ph
 
Abbildung 22: Pyridiniumderivate als Markierungsvorstufen 
 
Auch hier konnte nur eine Ausbeute von 0,5-1% erzielt werden. Die Entstehung einer 
Vielzahl von Nebenprodukten wurde beobachtet.  
 
Höhere Ausbeuten erhalten Enas et al. [97]. Sie verfolgen den Ansatz einen 
α2-Adeno-Rezeptorliganden zu synthetisieren und zu radiomarkieren. Dabei kommt ein 
Benzylsulfonamid zum Einsatz, das ein tertiäres Amin-Derivat enthält (Abbildung 23). 
Die 18F-Markierung erfolgt ausgehend von der Nitro-Markierungsvorstufe. Diese wird in 
Dimethylsulfoxid bei 120°C innerhalb von 10 min umg esetzt. Das Produkt kann mit 
einer Ausbeute von 23% (zerfallskorrigiert, ohne HPLC-Reinigung) hergestellt werden. 
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Abbildung 23: Ligand für den α2-Adeno-Rezeptor: [18F]-RS-15385-FPh [97] 
 
Eine Bestätigung erhält die Aussage, dass tertiäre Amin-Derivate besser geeignet sind, 
durch Tang et al. [98]. Das beschriebene Sulfonamid-Derivat (Abbildung 24) beruht 
ebenfalls auf einem tertiären Amin-Derivat. 
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Abbildung 24: Synthese von [18F]-N-[2-(1-[(4-Fluorphenyl)sulfonyl]-1H-indol-4-yloxy)ethyl]-N,N-
dimethylamin 
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Die Markierung erfolgt ausgehend von einer Nitro-Markierungsvorstufe. Das Produkt 
wird mit einer zerfallskorrigierten Ausbeute von 32% erhalten. Radioaktive 
Nebenprodukte werden nicht beschrieben.  
Entsprechende Ansätze finden sich in einem Patent von Lehmann et al. [99]. Der Anteil 
des Produkts (Abbildung 25) im Reaktionsgemisch wird mit 78% angegeben, analysiert 
durch HPLC.  
 
N
N S
H
NO
O
O
O
18F
N S
H
NO
O
O
O
DMSO,
15 min, 70°C
[18F]F-
K2.2.2/K2CO3
OTf
 
Abbildung 25: Synthese von Methyl-(3-Cyano-4-[18F]fluorbenzolsulfonylamino)-acetat 
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2 Zielstellung 
Die Markierung biologisch relevanter Substanzen mit Hilfe der Click-Chemie steht 
momentan stark im Fokus der Radiopharmazie. Ziel der Promotion ist es, das Potential 
der 1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition für die Markierung von biologisch relevanten 
Molekülen mit 18F zu evaluieren, und neue Radiotracer auf der Basis der Click-Chemie 
für die PET zu erweitern (Abbildung 26). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 26: 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition eines alkinfunktionalisierten 
18F-Markierungsbausteins und eines azidfunktionalisierten biologisch relevanten Moleküls 
 
Dafür sollen zunächst neue bifunktionelle Markierungsbausteine synthetisiert werden, 
basierend auf den vorgestellten Verbindungsklassen der Sulfone bzw. Sulfonamide 
(Abbildung 27). Die SO2-Gruppen dieser Verbindungen dienen als elektronenziehende 
Gruppen zur Aktivierung des aromatischen Systems, wodurch die Möglichkeit besteht, 
die bifunktionellen Markierungsbausteine in einer Einstufensynthese herzustellen. 
Aufgrund ihrer Struktur sollten sie eine hohe Stabilität, vor allem der aromatischen 
Fluor-Kohlenstoffbindung, aufweisen und eine geringe Flüchtigkeit besitzen. Ihre 
Lipophilie [100] (berechnet) eignet sich für die Markierung mittels Click-Chemie im 
wässrigen Milieu. 
 
 
 
 
Abbildung 27: Alkinfunktionalisierte, bifunktionelle 18F-Markierungsbausteine 
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Um die Möglichkeiten der Reaktion auszuloten, werden Moleküle verschiedener 
Verbindungsklassen der Phosphopeptide, Proteine und Oligonukleotide markiert. 
Dabei soll erstmalig die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition für die 18F-Markierung von 
Proteinen angewendet werden. Die bereits bekannten Markierungen von Peptiden mit 
Hilfe der Click-Chemie sollen auf Phosphopeptide übertragen werden.  
Die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition kann mit verschiedenen Katalysator-Ligand-
Systemen durchgeführt werden. Eine Optimierung dieses Systems soll für die 
einzelnen Verbindungsklassen erfolgen.  
 
Ein Vergleich mit bereits etablierten Markierungsmethoden, besonders der Markierung 
mit [18F]SFB, wird angestrebt. Der Vorteil der Click-Reaktion soll gezeigt werden. Die 
Bioorthogonalität und die hohe Triebkraft der Reaktion sollen dabei besonders 
diskutiert werden. 
 
In der Promotionsarbeit soll folgende These belegt werden: 
• Die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition eignet sich zur radioaktiven Markierung von 
biologisch relevanten Molekülen der Klassen der Phosphopeptide, Proteine und 
Oligonukleotide. Die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition stellt damit eine 
interessante Alternative zu etablierten Methoden für die Markierung von 
biologisch relevanten Molekülen mit dem Positronenstrahler 18F dar. 
 
Der Fokus der Untersuchungen liegt dabei auf der Kompatibilität der zu markierenden 
Verbindungen gegenüber den Reaktionsbedingungen. Die Veränderung des biologisch 
relevanten Moleküls durch Einbringen der Azidfunktion soll dabei weniger 
berücksichtigt werden. 
 
Es ergeben sich folgende Aufgaben: 
• Es soll eine Modulsynthese zur einfachen, schnellen und vollautomatisierten 
Herstellung eines alkinfunktionalisierten Synthesebausteins entwickelt werden. 
Dieser soll auf einem Sulfon oder Sulfonamid basieren und mit dem 
Positronenstrahler 18F markiert sein. 
• Es sollen verschiedene azidfunktionalisierte, biologisch relevante Moleküle der 
Klassen Phosphopeptide, Proteine und Oligonukleotide hergestellt und 
charakterisiert werden.  
• Die azidfunktionalisierten Verbindungen sollen mit Hilfe des 
alkinfunktionalisierten Synthesebausteins und einem geeigneten Katalysator-
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Ligandsystem radioaktiv markiert werden und durch Reinigung für in vitro-Tests 
zugänglich gemacht werden.  
• Die Markierungsmethode soll mit etablierten Markierungsmethoden verglichen 
werden.  
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3 Ergebnisse und Diskussion 
3.1 Synthese und Untersuchung neuer Markierungsbausteine 
basierend auf Sulfon-Derivaten und Sulfonamid-Derivaten 
Ein bifunktioneller Markierungsbaustein soll für die Markierung von biologisch 
relevanten Molekülen zur Verfügung gestellt werden. Der Baustein soll in einer 
einfachen, schnellen und vollautomatisierten Synthese hergestellt werden können. Für 
die betrachtete Click-Reaktion ist es notwendig, dass der bifunktionelle 
Markierungsbaustein entweder eine terminale Alkin- oder Azidfunktionalität trägt. 
Anknüpfend an frühere, eigene Arbeiten [81] wurden alkinfunktionalisierte 
Markierungsbausteine bearbeitet. 
3.1.1 Sulfonamid-Derivate als bifunktionelle Markierungsbausteine 
Die Wahl des verwendeten Sulfonamid-Derivats (Abbildung 28) als neuer Baustein für 
die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition kann durch verschiedene Argumente begründet 
werden. 
 
 
Abbildung 28: p[18F]F-SA, 18F-Markierungsbaustein 
 
Die Synthese eines 18F-Bausteins sollte möglichst in einer Einstufensynthese erfolgen, 
wobei ein aromatisches System verwendet werden sollte. Ein aromatisch gebundenes 
18F ist wesentlich stabiler gegen in vivo-Defluorierungen als aliphatisch gebundenes 18F 
[101]. Die Sulfonamidgruppe übt auf das aromatische System eine elektronenziehende 
Wirkung aus. Damit erfüllt es die Zweckmäßigkeit der Aktivierung des Aromaten für 
eine nucleophile Substitution, durch die die 18F-Markierung erfolgen soll. Die für das 
Sulfonamid-Derivat berechnete Lipophilie von logP = 1,7 [100] liegt in einem Bereich, 
der das Arbeiten in wässrigen Medien ermöglicht.  
Ein letzter aber dennoch wichtiger Punkt betrifft die Methylgruppe am Stickstoffatom. 
Alternativ ist ein am N-Atom einfach substituiertes Sulfonamid-Derivat denkbar. Wie 
jedoch aus zahlreichen Publikationen, wie sie im Kapitel 1.4 (Möglichkeiten der 
nucleophilen aromatischen Substitution von Sulfon-Derivaten und Sulfonamid-
Derivaten mit [18F]Fluorid ohne zugesetzten Träger (n.c.a.)) zusammengefasst sind, 
hervorgeht und detailliert von Shiue et al. [95] beschrieben wird, wird das Proton eines 
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am N-Atom einfach substituierten Sulfonamid-Derivats leicht abgegeben. Diese Acidität 
führt zur Herabsetzung der Nucleophilie des [18F]Fluorid durch Bildung von 
[18F]Fluorwasserstoff. Damit wird eine 18F-Markierung erschwert. Um das zu umgehen, 
wird ein am Stickstoffatom zweifach substituiertes Sulfonamid-Derivat verwendet.  
Zwei Markierungsvorstufen (3 und 6) wurden hergestellt, die sich durch ihre 
Abgangsgruppen unterscheiden (Abbildung 29). Ausgehend von kommerziell 
erhältlichem Nosylchlorid 2 wird die erste Markierungsvorstufe 3 mit einer 
Nitroabgangsgruppe durch Umsetzung mit N-Methylpropargylamin erhalten. 
Angetrieben wird die Reaktion einerseits durch die Reaktivität des Sulfonsäurechlorids, 
andererseits durch die Zugabe von Triethylamin, das als Base wirkt und die 
entstehende Salzsäure abfängt. Das Produkt 3 wird mit sehr hohen Ausbeuten von 
96% erhalten. Eine einfache Reinigung durch Extraktion mit Ethylacetat aus einer 
salzsauren Lösung (1 M) ist möglich, da sowohl die zugesetzte Base als auch das 
überschüssige Edukt N-Methylpropargylamin durch Protonierung in die wässrige 
Phase überführt werden können. 
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Abbildung 29: Syntheseschema zur Herstellung der Markierungsvorstufen beruhend auf dem 
Sulfonamidrückgrat; Als Base im ersten Schritt der letzten Reaktion dient 2,6-Di-tert-butyl-4-
methylpyridin. 
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Die gleiche Vorgehensweise wird für die Synthese der Referenzsubstanz pF-SA 
verwendet (Abbildung 30). Die Vorstufe p-Fluorbenzolsulfonylchlorid 7 ist ebenfalls 
kommerziell erhältlich. Das Produkt pF-SA wird mit sehr hohen Ausbeuten von 99% 
erhalten.  
Um die Synthese der weiteren Markierungsvorstufe 6 zu erklären, muss vorweg ein 
Blick auf die Radiomarkierung geworfen werden. Zwar sind Nitrogruppen als 
Abgangsgruppen durchaus üblich, jedoch bedarf die radioaktiv markierte Verbindung 
einer Reinigung mit semipräparativer HPLC, um die Markierungsvorstufe abzutrennen. 
Man kann dies umgehen, indem Salze als Markierungsvorstufen verwendet werden. 
Diese können über Festphasenextraktion abgetrennt werden. 
Trimethylammoniumaryltriflat-Derivate sind dafür typische Salze. Die Darstellung der 
der Trimethylammonium-Markierungsvorstufe 6 ist in Abbildung 29 schematisch 
beschrieben. 
 
 
Abbildung 30: Syntheseschema zur Herstellung der Referenzsubstanz pF-SA beruhend auf 
einem Sulfonamid-Derivat 
 
Die Nitrogruppe wird zunächst mit Hilfe von Zinn(II)chlorid in Ethanol zur Aminogruppe 
reduziert. Das Produkt 4 entsteht mit einer Ausbeute von 62%.  
 
Danach ist es möglich, nach Methode A (Abbildung 29) weiter zu verfahren. Die 
Vorgehensweise besteht darin, das Dimethylamin-Derivat 5 herzustellen, indem man 
mit Natriumborhydrid und Formaldehyd eine reduktive Aminierung durchführt. Der 
Mechanismus der Reaktion ist in Abbildung 31 dargestellt.  
Formaldehyd wird durch die zugesetzte Schwefelsäure protoniert. Das Kohlenstoffatom 
erhält dadurch eine positive Partialladung, die durch das freie Elektronenpaar des 
Stickstoffatoms des primären Amin-Derivats angegriffen wird. Das Produkt kann 
mesomere Grenzstrukturen ausbilden und reagiert durch Abspaltung von Wasser und 
Deprotonierung zum dargestellten Imin. Mit Hilfe von Natriumborhydrid erfolgt die 
Reduktion zum sekundären Amin-Derivat. Mit Natriumborhydrid können bis zu vier 
Äquivalente eines Amin-Derivats umgesetzt werden. 
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Abbildung 31: Von Giumanini et al. [102] vorgeschlagener Mechanismus zur Methylierung von 
Amin-Derivaten mit Formaldehyd, Säure und Natriumborhydrid hin zu tertiären Amin-Derivaten 
 
Das Amin-Derivat reagiert ein weiteres Mal auf gleiche Weise bis hin zum tertiären 
Amin-Derivat. Eine weitere Reaktion zum quaternären Amin-Derivat ist nicht möglich, 
da aufgrund des fehlenden Protons am Stickstoff, die mesomere Grenzstruktur, die zur 
Abspaltung des Wassermoleküls notwendig ist, nicht eingenommen werden kann.  
Ist die Reaktion beendet, wird durch Zugabe von Natriumhydroxid der pH-Wert stark 
erhöht. Es kommt zur Bildung von Paraformaldehyd, einem Polymer, das abfiltriert 
werden kann. Damit kann Formaldehyd vollständig aus der Lösung abgetrennt werden. 
Dennoch wurde eine säulenchromatographische Reinigung vorgenommen. Das 
Produkt bildet sich mit sehr hoher Ausbeute von 94%.  
Im nächsten Schritt erfolgt die Methylierung zum quaternären Ammoniumion. Das 
geschieht mit Methyltriflat. Das Produkt 6 wird mit Hilfe von Diethylether aus dem 
Reaktionsgemisch ausgefällt. Das Produkt 6 kann mit Hilfe von ESI-MS nachgewiesen 
werden, jedoch liegt es als braunes Öl vor. Diese Tatsache deutet auf 
Verunreinigungen hin, was eine Verwendung für Radiosynthesen einschränkt.  
 
Aus diesem Grund wird Methode B verfolgt (Abbildung 29), wobei das quaternäre 
Ammoniumion 6 ausgehend vom Amin-Derivat 4 direkt mit Methyltriflat hergestellt wird. 
In einem ersten Schritt kommt es mit zwei Äquivalenten Methyltriflat in situ zur Bildung 
des Dimethylamin-Derivats 5. 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin wirkt als 
Protonenakzeptor und bildet zusammen mit Triflat-Anionen ein Salz, welches nach der 
Reaktion durch Filtration abgetrennt wird. Daraufhin erfolgt die Zugabe eines weiteren 
Äquivalents Methyltriflat und die Reaktion zum gewünschten Produkt 6. Auch hier kann 
das Produkt bereits im Reaktionsgemisch mit Hilfe von ESI-MS nachgewiesen werden. 
Da sich jedoch kein Niederschlag gebildet hatte, wurde das Lösungsmittel am 
Rotationsverdampfer vollständig abgedampft und der Rückstand in Dichlormethan 
aufgenommen. Zugabe von eiskaltem Diethylether führte dann zur Bildung eines 
Niederschlags, wobei es sich um das gewünschte Produkt 6 handelte. Die isolierten 
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Kristalle sind jedoch weiterhin durch verbleibendes 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin 
verunreinigt, wie durch ESI-MS und analytische HPLC (Abbildung 32) nachgewiesen 
werden konnte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 32: oben: UV-Chromatogramm, analytische HPLC des Produkts 4 (tR = 2,9 min; 
47%) nach Herstellungsmethode B (Verunreinigung (tR = 4,0 min; 50%)); unten: UV-
Chromatogramm, analytische HPLC der als Verunreinigung auftretenden Verbindung 2,6-Di-
tert-butyl-4-methylpyridin (tR = 4,0 min); HPLC-System I, Chromatographiesäule I 
 
Aufgrund des Salzcharakters war hier eine Reinigung über Extraktionsverfahren und 
Säulenchromatographie mit Kieselgel stark eingeschränkt. Da, wie später dargelegt, 
die Verunreinigung bei Radiosynthesen jedoch keine Rolle spielt, wurde auf weitere 
Reinigungsverfahren verzichtet und die Substanz mit Verunreinigung weiter verwendet.  
 
Die Referenzsubstanz pF-SA wurde anschließend mit Benzylazid 8 gemäß einer 
Click-Reaktion umgesetzt zu 9 (Abbildung 33), um zu überprüfen, inwieweit die 
Verbindung mit den Reaktionsbedingungen kompatibel ist. 
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Abbildung 33: [3+2]Cycloaddition von pF-SA und Benzylazid zum N-(1-Benzyl-1,2,3-triazol-
4yl)-methyl-N-methyl-pfluorbenzolamid 
 
Zwar konnte das Produkt 9 nur mit geringer Ausbeute erhalten werden, jedoch treten 
keine Nebenprodukte auf. Dies konnte durch Dünnschichtchromatographie ermittelt 
werden. Das Sulfonamid-Derivat pF-SA ist unter Click-Bedingungen stabil. Die geringe 
Ausbeute lässt sich auf die Löslichkeit der Edukte zurückführen. Benzylazid 8 ist 
lipophil und damit weniger löslich im wässrigen Reaktionsgemisch, wodurch die 
Ausbeute gesenkt wird.  
 
3.1.2 Sulfon-Derivate als bifunktionelle Markierungsbausteine 
Ähnliche Überlegungen wie für die Synthese eines Sulfonamid-basierten Bausteins 
wurden für die Sulfon-basierten Bausteine unternommen (Abbildung 34). Auch hier ist 
das 18F aromatisch gebunden. Die SO2-Gruppe aktiviert den Aromaten für die 
nucleophile Substitution aufgrund seiner elektronenziehenden Eigenschaften.  
 
 
Abbildung 34: Markierungsbausteine für die [3+2]Cycloaddition basierend auf einem Sulfon-
Derivat 
 
Parent et al. [93] beschreiben die 18F-Markierung eines Sulfon-Derivats. Die Reaktion 
läuft mit [18F]TBAF in Dimethylsulfoxid bei 90°C ab. Die Ausbeut e beträgt 61%.  
Markierungsvorstufe und Referenzsubstanz für die in Abbildung 34 links dargestellte 
Verbindung sollten zunächst synthetisiert werden (Abbildung 35).  
Ergebnisse und Diskussion 
36 
 
 
Abbildung 35: Syntheseschema zur Herstellung der Markierungsvorstufe (4-Nitrophenyl)(2-
propinyl)sulfon 18 und der Referenzsubstanz (4-Fluorphenyl)(2-propinyl)sulfon 17 
 
Im Verlauf der Reaktionen und bei der Reinigung der erhaltenen Substanzen kam es 
zu Problemen. Eine Zersetzung trat auf und die gewünschten Produkte 17 und 18 
konnte nicht isoliert werden. Dies lässt sich vermutlich auf die Nähe der Alkingruppe 
zur SO2-Gruppe zurückführen. Ist der pH-Wert der Lösung größer als sieben, bildet 
sich aus der Alkingruppe eine Allengruppe (Abbildung 36) [103, 104]. Dieser 
Mechanismus wird als Teil der Garrat-Braverman Reaktionssequenz beschrieben 
[104]. Im Verlauf der Reaktion, wie sie in Abbildung 35 dargestellt ist, kommt es 
vermutlich zu einer Allenbildung. 
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Abbildung 36: Propargyl-Allenyl-Isomerisierung [103] 
 
Als Alternative wurde die in Abbildung 34 dargestellte Verbindung [18F]1 gewählt. Da 
diese einen Butinylrest trägt, ist der Abstand zwischen Alkingruppe und Sulfongruppe 
um eine CH2-Gruppe erweitert und die Bildung von Allengruppen wird verhindert. Die 
Synthese der Markierungsvorstufe und Referenzsubstanz erfolgt nach dem in 
Abbildung 37 dargestellten Syntheseschema. 
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Abbildung 37: Syntheseschema zur Herstellung der Markierungsvorstufe 4-Nitrophenyl-3-
butinylsulfon 23 und der Referenzsubstanz 4-Fluorphenyl-3-butinylsulfon 1 
 
Die Sulfon-Derivate 1 (X = F) bzw. 23 (X = NO2) werden über das Zwischenprodukt, 
den Thioether 21 (X = F) bzw. 22 (X = NO2) gebildet. Für die Synthese des Thioethers 
wird 4-Butin-1-ol 19 eingesetzt, welches jedoch im Vorfeld aktiviert werden muss. Dies 
geschieht über Mesylchlorid zum 3-Butinylmesylat 20. Mit Triethylamin als 
Protonenakzeptor erfolgt die Deprotonierung zum Thiolat (dunkelrot) und daraufhin die 
Thioetherbildung. Der Thioether 21 (X = F) bzw. 22 (X = NO2) wird im Anschluss mit 
Oxon zum Sulfon-Derivat 1 (X = F) bzw. 23 (X = NO2) oxidiert. Während die 
Nitroverbindung 23 isoliert werden kann, ist das für die Fluorverbindung nicht möglich. 
Zwar kann eine Umsetzung zum Thioether 21 mit Hilfe der 
Dünnschichtchromatographie beobachtet werden, jedoch misslingt die anschließende 
Oxidation. Ursache kann das Fluoratom in para-Position am Aromaten zur SO2-Gruppe 
sein. Möglicherweise destabilisiert es aufgrund seiner starken Elektronegativität das 
Gesamtmolekül. Ein weiterer Ansatz unter Verwendung von 4-Brombut-1-in 24, 
welches aus 3-Butinylmesylat 20 hergestellt wird, scheiterte ebenfalls.  
Die Nitro-Abgangsgruppe von 4-Nitrophenyl-3-butinylsulfon 23 kann wie bereits für das 
Sulfonamid-Derivat 3 beschrieben (Abbildung 29) zur Trimethylammoniumgruppe 
modifiziert werden. Die Reduktion erfolgt mit Hilfe von Zinn(II)chlorid. Anschließend 
wird hier das Dimethylamin-Derivat 33 hergestellt mit darauffolgender Methylierung 
mittels Methyltriflat. Das Produkt 34 fällt als weißer Niederschlag aus, kann jedoch 
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aufgrund seiner geringen Menge nicht isoliert werden. Der Ansatz wurde zugunsten 
des Sulfonamid-Derivats nicht weiter verfolgt.  
 
3.1.3 Synthese des Markierungsbausteins 4-[18F]Fluor-N-methyl-N-(prop-
2-inyl)benzolsulfonamid (p[18F]F-SA) 
Zur Herstellung einer radioaktiven Verbindung mit Hilfe der 1,3-dipolaren 
[3+2]Cycloaddition wird ein radioaktiver Baustein benötigt, das p[18F]F-SA. Diese 
Verbindung trägt eine Alkingruppe, um eine Click-Reaktion eingehen zu können. Der 
Baustein zeichnet sich durch weitere Eigenschaften aus. Das Radionuklid Fluor-18 ist 
aromatisch und damit sehr stabil gebunden [105]. Die Sulfonamidgruppe aktiviert 
aufgrund ihrer elektronenziehenden Eigenschaften den Aromaten in para-Position für 
eine nucleophile Substitution einer Abgangsgruppe durch das [18F]Fluorid. 
Amid-Gruppen weisen stärker aktivierende Eigenschaften auf als Sulfonamid-Gruppen. 
Shiue et al. [94] vergleichen die Markierung eines Sulfonamid-Derivats mit dem 
korrespondierenden Amid-Derivat und stellen beim Amid-Derivat eine viermal 
schnellere Reaktion fest als beim Sulfonamid-Derivat. Das spricht eigentlich gegen die 
Verwendung des Sulfonamid-Derivats, jedoch spielt die Stabilität ebenfalls eine Rolle. 
Im Falle der Thioverbindungen ist die Reaktivität relativ zu Kohlenstoffverbindungen 
aufgrund der größeren Mesomeriemöglichkeiten des Schwefels herabgesetzt, was zur 
Stabilität der gesamten Verbindung beiträgt. 
In para-Position zur SO2-Gruppe befindet sich mit der Trimethylammoniumgruppe eine 
sehr gute Abgangsgruppe. Wie bereits in der Einleitung dargestellt wurde, muss ein am 
Stickstoffatom zweifach substituiertes Sulfonamid-Derivat eingesetzt werden, da eine 
Deprotonierung des Stickstoffatoms zur Herabsetzung der Nucleophilie des 
angreifenden Nucleophils [18F]Fluorid führen würde. Das wird durch die Methylierung 
am Stickstoffatom verhindert. Die errechnete Lipophilie beträgt logP = 1,7 [100]. Zur 
Bestimmung der Lipophilie wurde die Methode nach Wilson et al. [106] angewandt und 
ein Wert logD (pH = 7,4) = 1,7 konnte ermittelt werden. Dieser Wert ermöglicht das 
Arbeiten im wässrigen System, wie es für die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition günstig 
ist. Die Lipophilie einer Verbindung kann sich bei unterschiedlichen pH-Werten ändern. 
Protonierungen oder Deprotonierungen des Moleküls führen zur Anreicherung in der 
wässrigen Phase. Der logP-Wert bezieht sich immer auf den pH-Wert, bei dem die 
Verbindung ungeladen vorliegt. Die experimentelle Bestimmung der Lipophilie der 
radioaktiven Verbindung erfolgte bei dem physiologisch relevanten pH-Wert von 7,4. 
Daher erfolgt die Angabe der Lipophilie als logD-Wert (pH = 7,4).  
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Die spezifische Aktivität wurde mit Hilfe einer Kalibriergeraden durch analytische HPLC 
bestimmt. Verschiedene Konzentrationen der Referenzverbindung pF-SA wurden 
injiziert und die Fläche des Peaks der Konzentration zugeordnet (Abbildung 38). 
Anschließend kann aufgrund der Fläche im UV-Chromatogramm der hergestellten 
Verbindung p[18F]F-SA die entsprechende Menge an nicht-radioaktiver Substanz 
pF-SA zugeordnet werden.  
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Abbildung 38: Kalibriergerade für die Ermittlung der spezifischen Aktivität von p[18F]F-SA 
 
Die Radiomarkierung zum p[18F]F-SA kann ausgehend von den zwei verschiedenen 
Markierungsvorstufen 3 und 6 erfolgen. Sie unterscheiden sich in ihrer 
Abgangsgruppe. Diese kann eine Nitrogruppe 3 oder eine Trimethylammoniumgruppe 
6 sein. Zunächst wird die Radiomarkierung ausgehend von einer Nitroabgangsgruppe 
beschrieben und diskutiert.  
 
3.1.3.1 Synthese von p[18F]F-SA ausgehend von der Nitromarkierungsvorstufe 
Die Reaktion (Abbildung 39) wurde in mehreren manuell durchgeführten Versuchen 
getestet.  
 
 
Abbildung 39: 18F-Markierung der Nitro-Markierungsvorstufe 3 
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[18F]Fluorid wird, wie durch Cai et al. [101] beschrieben, mit einem 
Kryptofix/Kaliumcarbonat-Gemisch eingeengt und so für die nucleophile Substitution 
wasserfrei zur Verfügung gestellt. Als Lösungsmittel wurde zunächst Dimethylformamid 
gewählt. DMF eignet sich, da es aprotisch ist und einen hohen Siedepunkt von 153°C 
[107] besitzt, der hohe Reaktionstemperaturen ermöglicht. Die Reaktion wurde bei 
120°C mit einer Reaktionszeit von 15 min durchgefüh rt.  
 
Betrachtet wird zunächst der Fall A: [18F]Fluorid wird im Lösungsmittel gelöst und zur 
Markierungsvorstufe 3 hinzugegeben. Eine Optimierung der Reaktion erfolgte zunächst 
bezüglich der Masse der eingesetzten Markierungsvorstufe 3. In Abbildung 40 wird der 
Umsatz des [18F]Fluorids dargestellt. Der Anteil an gebildetem Produkt soll eine 
Aussage über die Reaktion ermöglichen. Jedoch bildet sich im Verlauf der Reaktion 
neben dem Reaktionsprodukt eine weitere radioaktive Verbindung. Diese Verbindung 
wird im weiteren Verlauf der Arbeit diskutiert. Der [18F]Fluorid-Umsatz wird demnach 
zunächst losgelöst von diesem Problem betrachtet. Die eingesetzten Massen sind in 
einer Tabelle (Abbildung 40) zusammengefasst.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 40: Umsatz des [18F]Fluorids in Abhängigkeit der Masse der 
Nitro-Markierungsvorstufe 3. Konstante Reaktionsbedingungen: Dimethylformamid, 120°C, 
15 min 
 
Im Radiodünnschichtchromatogramm stellt man einen minimal im Reaktionsgemisch 
verbleibenden [18F]Fluoridanteil von ca. 21% fest. Dieser tritt ab einer Masse der 
Markierungsvorstufe von ca. 2,5 mg auf. Bei geringeren Massen ist aufgrund zu 
geringer Konzentration der Markierungsvorstufe eine starke Verschlechterung des 
Umsatzes zu bemerken. Für weitere Versuche wird demnach eine Masse von 2,5 mg 
verwendet. Der Anteil an Produkt, detektiert über analytische HPLC, beträgt dabei 49% 
Masse Fluoridanteil 
in mg (DC) in % 
1,1 63 
2,1 52 
2,5 23 
5,7 21 
9,7 20 
14,9 21 
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(tR = 10,2 min). Eine weitere radioaktive Verbindung tritt mit einem Anteil von 39% 
(tR = 14,7 min) auf. [18F]Fluorid ist mit 12% Anteil vertreten, wobei bedacht werden 
muss, dass es für [18F]Fluorid bei HPLC-Verfahren keine 100%ige Wiederfindungsrate 
gibt. In diesem Fall liegt der [18F]Fluorid-Anteil deutlich unter dem durch DC ermittelten 
Wert. Bei dünnschichtchromatographischen Verfahren liegt die Wiederfindungsrate bei 
nahezu 100%, wenn keine leicht flüchtigen Verbindungen auftreten.  
Kombiniert man die Ergebnisse für den [18F]Fluorid-Umsatz und den Produktanteil im 
Chromatogramm der analytischen HPLC, erhält man also einen Produktanteil an der 
Gesamtaktivität von 39%. Dieses Ergebnis gilt jedoch nur für die Vorgehensweise 
getrocknetes [18F]Fluorid im Lösungsmittel zu lösen und zur Markierungsvorstufe zu 
geben.  
 
Betrachtung von Fall B: die gelöste Markierungsvorstufe wird zum getrockneten 
[18F]Fluorid gegeben. Man erhält bei einer Masse an Markierungsvorstufe 3 von 2,5 mg 
einen verbleibenden Anteil von [18F]Fluorid von 46% (Radiodünnschicht-
chromatographie). Der Anteil an Produkt p[18F]F-SA im Reaktionsgemisch beträgt laut 
analytischer HPLC 28% (tR = 10,2 min). Weitere radioaktive Verbindungen konnten 
durch HPLC mit einer Retentionszeit von tR = 14,2 min und einem Anteil von 48%, 
tR = 5,7 min und einem Anteil von 10% und tR = 7,4 min und einem Anteil von 10%, 
sowie tR = 9,4 min mit 2% Anteil (n = 4) detektiert werden. Man erhält also einen 
Produktanteil an der Gesamtaktivität von 15% errechnet aus umgesetztem [18F]Fluorid 
und Produktanteil im Radiochromatogramm der analytischen HPLC. Eine 
Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 7 dargestellt.  
 
Tabelle 7: Ergebnisse der 18F-Markierung der Nitro-Markierungsvorstufe 3 in Abhängigkeit von 
Fall A und Fall B 
Reaktionsbedingungen [18F]Fluorid-
Anteil DC 
Produktanteil 
HPLC 
Produktanteil an 
Gesamtaktivität 
Fall A: [18F]Fluorid gelöst zur MV(a) 
gegeben 
20% 49% 39% 
Fall B: MV gelöst zum [18F]Fluorid 
gegeben 
38% 32% 20% 
(a)   MV…Markierungsvorstufe 
 
Betrachtet man den Produktanteil der Gesamtaktivität, lässt sich eine starke 
Verminderung feststellen. Einerseits ist der [18F]Fluorid-Anteil im Reaktionsgemisch 
höher, wird die Markierungsvorstufe zum [18F]Fluorid gegeben, andererseits ist der 
Anteil an Produkt im HPLC-Chromatogramm geringer. Es wird demnach weniger 
[18F]Fluorid umgesetzt und Neben- bzw. Zersetzungsprodukte werden verstärkt 
gebildet. Trotz der eher geringen Ausbeute von 20% sollte eine Übertragung auf ein 
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vollautomatisiertes Synthesemodul erfolgen. Es konnte jedoch kein Produkt erhalten 
werden. Es bildete sich eine radioaktive Verbindung mit einer Retentionszeit von 
tR = 14 min (semipräparatives HPLC-System). Diese Verbindung hat im analytischen 
System eine Retentionszeit von tR = 5,7 min. 
Die Verwendung dieser Markierungsvorstufe 3 wird anschließend im Kontext mit der 
folgenden Markierungsvorstufe 6 diskutiert.  
 
3.1.3.2 Synthese von p[18F]F-SA ausgehend von der Trimethylammonium-
Markierungsvorstufe 6 in einer manuellen Synthese 
Im Folgenden wird die 18F-Markierung der Trimethylammonium-Markierungsvorstufe 6 
beschrieben. Die Reaktion ist in Abbildung 41 dargestellt. Erste Ergebnisse wurden 
erhalten, indem die Vorgehensweise verfolgt wurde, [18F]Fluorid im Lösungsmittel zu 
lösen und zur Markierungsvorstufe zu geben. Zunächst wurden die 
Reaktionsbedingungen nach der zugesetzten Masse an Markierungsvorstufe 6 
optimiert. Dabei wird, wie in Abbildung 42 dargestellt, der im Reaktionsgemisch 
verbleibende [18F]Fluorid-Anteil betrachtet. 
 
 
Abbildung 41: 18F-Radiomarkierung der Trimethylammoniummarkierungsvorstufe 6 des 
Sulfonamid-Derivates 
 
Der Umsatz von [18F]Fluorid ist bei geringen Massen der Markierungsvorstufe 6 sehr 
hoch. Er sinkt jedoch mit zunehmender Masse an Markierungsvorstufe. Ursache für 
den starken Anstieg ist eventuell die Verunreinigung der Markierungsvorstufe durch 
2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin, die sich in höherer Konzentration negativ auf die 
Fluorierung auswirken könnte. Daher kann eine Masse von maximal 2,5 mg der 
Markierungsvorstufe verwendet werden. Massen unterhalb von 2,5 mg könnten nach 
Aussage von Abbildung 42 ebenfalls verwendet werden.  
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Abbildung 42: Umsatz des [18F]Fluorids in Abhängigkeit der Masse der Trimethylammonium-
Markierungsvorstufe 6. Konstante Reaktionsbedingungen: Acetonitril, 90°C , 20 min 
 
Betrachtet man jedoch die Abhängigkeit des gebildeten Produkts p[18F]F-SA von der 
Masse der eingesetzten Markierungsvorstufe 6 und berücksichtigt die Bildung des 
Nebenprodukts, ist eine Masse unterhalb von 2,5 mg ungeeignet (Abbildung 43). Der 
Anteil an radioaktivem Produkt nimmt mit sinkender Masse an Markierungsvorstufe ab. 
Es ist also eine Masse von 2,5 mg Markierungsvorstufe zu bevorzugen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 43: Optimierung der Masse der Markierungsvorstufe 6, prozentualer Anteil des 
Produkts p[18F]F-SA im Reaktionsgemisch erhalten durch Analyse mit DC und HPLC. 
Konstante Reaktionsbedingungen: Acetonitril, 90°C, 20 min 
 
Masse [18F]Fluorid- 
in mg anteil in % 
0,5 13 
1 13 
2,5 17 
5 89 
10 95 
Masse Anteil im Rktgemisch 
in mg 
HPLC in 
% DC in % 
0,5 54 49 
1 79 78 
2,5 94 74 
5 5 3 
10 5 3 
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Abbildung 44: Optimierung der Reaktionstemperatur, prozentualer Anteil des Produkts 
p[18F]F-SA im Reaktionsgemisch erhalten durch Analyse mit DC und HPLC. Konstante 
Reaktionsbedingungen: Acetonitril, Masse der Markierungsvorstufe 2,5 mg, 20 min 
 
Weitere Optimierungen erfolgten zunächst hinsichtlich der Temperatur. Es wurden 
hierbei Temperaturen von 40°C, 60°C und 80°C getest et. In Abbildung 44 ist die 
Abhängigkeit des prozentualen Anteils des Produkts p[18F]F-SA im Reaktionsgemisch 
von der Reaktionstemperatur dargestellt. Danach sind mindestens 60°C erforderlich 
um einen ausreichend hohen Umsatz zu erreichen. Jedoch wird auch hier bei 
Verwendung der Temperatur von 60°C eine verstärkte Bildung des Nebenprodukts 
beobachtet. Für weitere Versuche wird mit einer Temperatur von 80°C gearbeitet.  
Der Vergleich der Effektivität des Lösungsmittels ist nur eingeschränkt möglich 
(Abbildung 45). Für die Reaktion in Dimethylsulfoxid ist eine Temperaturerhöhung von 
80°C auf 120°C notwendig, um Produkt zu erhalten. A ußerdem muss für Experimente 
in Dimethylformamid und Acetonitril [18F]Fluorid im Lösungsmittel gelöst werden und 
darauf erfolgt die Zugabe zur Markierungsvorstufe. Für Sulfolan und Dimethylsulfoxid 
wird die Markierungsvorstufe im Lösungsmittel gelöst und zum getrockneten 
[18F]Fluorid gegeben. Insgesamt betrachtet erhält man die besten Ergebnisse bei der 
Verwendung von Acetonitril. Jedoch ist diese Variante nicht auf das Modul übertragbar, 
wodurch für Experimente mit [18F]Fluorid mit höherem Aktivitätsniveau Sulfolan als 
Lösungsmittel Verwendung findet.  
Temperatur Anteil im Rktgemisch 
in °C HPLC in % DC in % 
40 30 8 
60 94 70 
80 95 77 
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Abbildung 45: Optimierung des Lösungsmittels, prozentualer Anteil des Produkts p[18F]F-SA 
im Reaktionsgemisch erhalten durch Analyse mit DC und HPLC. Konstante 
Reaktionsbedingungen: Masse der Markierungsvorstufe 6 2,5 mg, 20 min 
 
Betrachtet man die Optimierung der Zeit, wie in Abbildung 46 dargestellt, erreicht man 
durch eine höhere Reaktionszeit von 20 min einen verstärkten Einbau von [18F]Fluorid 
in das Molekül. Diese Betrachtung spricht also für die längere Reaktionszeit. Vergleicht 
man die Werte, erhalten durch analytische HPLC, unterscheiden sich die 
Produktanteile im Reaktionsgemisch nicht.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 46: Optimierung der Zeit, prozentualer Anteil des Produkts p[18F]F-SA im 
Reaktionsgemisch erhalten durch Analyse mit DC und HPLC. Konstante 
Reaktionsbedingungen: Masse der Markierungsvorstufe 6 2,5 mg, 80°C, Acetonitril 
 
Lösungs- Temperatur Ausbeute in % 
mittel in °C HPLC DC 
Dimethylformamid 80 54 36 
Acetonitril 80 92 72 
Sulfolan 80 61 36 
Dimethylsulfoxid 120 29 12 
Zeit 
Prozentualer Anteil 
 Produkt  p[18F]F-SA 
in min HPLC in % DC in % 
10 64 17 
20 61 36 
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Wird die Reaktion unter den optimierten Reaktionsbedingungen durchgeführt, wie sie 
in Tabelle 8 zusammengefasst dargestellt sind, erhält man die folgenden 
Chromatogramme des Reaktionsgemisches. 
 
Tabelle 8: Reaktionsbedingungen für die Radiomarkierung von 6 
Reaktionsbedingungen  
Masse der Markierungsvorstufe  2,5 mg 
Temperatur 80°C 
Lösungsmittel Acetonitril 
Zeit 20 min 
[18F]F- im Lösungsmittel gelöst und zu MV gegeben 
 
Es handelt sich um das Radio- (Abbildung 47) und das UV-Chromatogramm 
(Abbildung 48) der analytischen HPLC. Im Radiochromatogramm tritt das Produkt  
p[18F]F-SA mit einem Anteil von 90% und einer Retentionszeit von tR = 10 min auf. Das 
Zersetzungsprodukt 1 (tR = 14,3 min) tritt mit einem Anteil von 7% auf, das 
Zersetzungsprodukt 2 (tR = 7,3 min) mit einem Anteil von 3% (vergl. 3.1.3.4, Seite 54).  
 
 p[18F]F-SA 
 
 
 
 
 Zersetzungsprodukt 1 
 Zersetzungsprodukt 2 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 47: Radiochromatogramm des Reaktionsgemisches einer manuellen Synthese von 
p[18F]F-SA mit Acetonitril als Lösungsmittel 
 
Betrachtet man das UV-Chromatogramm (Abbildung 48) treten drei Hauptpeaks auf. 
Bei Peak 1 mit einer Retentionszeit von tR = 2,8 min handelt es sich um die 
Markierungsvorstufe 6. Bei Peak 2 mit einer Retentionszeit von tR = 3,8 min handelt es 
sich um 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin, das bei der Synthese von 6 eingesetzt wird 
und als Verunreinigung der Markierungsvorstufe weiterhin auftritt (vergl. Abbildung 32). 
Bei Peak 3 mit einer Retentionszeit von tR = 10,8 min handelt es sich um die 
demethylierte Markierungsvorstufe 5. Das Dimethylamin-Derivat 5 entsteht während 
der Synthese. Der Nachweis der Substanzen erfolgte durch Coinjektion mit der 
Referenzsubstanz. Zusätzlich wurde das Dimethylamin-Derivat 5 mit semipräparativer 
HPLC abgetrennt und mit ESI-MS analysiert (m/z = 253 [M+H]+). Das Auftreten des 
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Dimethylamin-Derivats 5 mit einer ähnlichen Retentionszeit wie das gewünschte 
Produkt p[18F]F-SA erschwert die Trennung mit semipräparativer HPLC. 
 
 
 
 Verunreinigung der 
 Markierungsvorstufe 
 
 
 MV Dimethylamin-Derivat 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 48: UV-Chromatogramm des Reaktionsgemisches einer manuellen Synthese von 
p[18F]F-SA mit Acetonitril als Lösungsmittel 
 
Wie in Abbildung 49 dargestellt, erfolgt die Elution dieser beiden Substanzen mit einem 
sehr kurzen Zeitabstand. Es kommt bereits zur Überlappung der Peaks. Um auch die 
chemische Reinheit des p[18F]F-SA zu gewährleisten, muss das Schneiden des Peaks 
entsprechend der roten Linie, wie sie in Abbildung 49 zu sehen ist, erfolgen. Damit 
verschlechtert sich jedoch die Ausbeute. Auf die Verwendung eines HPLC-Gradienten, 
um das Trennproblem zu umgehen, wurde aufgrund technischer Einschränkungen 
verzichtet. 
In Tabelle 9 ist eine Zusammenfassung der Ergebnisse der Radiomarkierung mit dem 
Lösungsmittel Acetonitril dargestellt.  
Das Produkt wird innerhalb einer totalen Synthesezeit von 70 min mit 19 bis 25% 
radiochemischer Ausbeute (RCA) und einer radiochemischen Reinheit (RCR) von über 
99% hergestellt.  
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Abbildung 49: Radiochromatogramm (oben) und UV-Chromatogramm (unten) der 
semipräparativen HPLC des Reaktionsgemisches einer manuellen Synthese von p[18F]F-SA in 
Acetonitril 
 
Tabelle 9: Zusammenfassung der Ergebnisse der Radiomarkierung mit Acetonitril 
Ausgangsaktivität [18F]F- 700 - 1400 MBq 
Masse Markierungsvorstufe 2,5 mg 
Synthesezeit 70 min 
Aktivität Produkt 80 – 200 MBq 
Radiochemische Ausbeute RCA 19 - 25% 
Radiochemische Reinheit RCR > 99% HPLC und DC 
Spezifische Aktivität 80 - 200 GBq/µmol 
Anzahl der Versuche n 4 
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3.1.3.3 Synthese von p[18F]F-SA ausgehend von der Trimethylammonium-
Markierungsvorstufe 6 in einer Modulsynthese 
 
Für die Reaktion in Acetonitril sind die Reaktionsbedingungen Temperatur 80°C, 
Reaktionszeit 20 min und Masse der Markierungsvorstufe 6 2,5 mg geeignet  
(Tabelle 8). Diese Vorgehensweise beschränkt sich jedoch auf das Lösen des 
[18F]Fluorid in Acetonitril und Zugabe der Lösung zur Markierungsvorstufe. Mehrere 
Versuche haben gezeigt, dass die Übertragung der Reaktion auf ein 
vollautomatisiertes Synthesemodul mit diesen Bedingungen scheitert, da hier die im 
Lösungsmittel gelöste Markierungsvorstufe zum getrockneten [18F]Fluorid gegeben 
werden muss. Ursache für das Scheitern ist vermutlich die erhöhte Basizität der 
Lösung im Trocknungsgefäß, die zur vollständigen Zersetzung des Produkts 
p[18F]F-SA bereits während der Markierung führt. Das beschränkt die Reaktion auf 
manuell durchgeführte Synthesen mit niedrigem Aktivitätsniveau. Um das Problem zu 
umgehen, wird ein anderes Lösungsmittel gewählt. Wie bereits erwähnt (Abbildung 45) 
wurden neben Acetonitril auch Dimethylsulfoxid, Dimethylformamid und Sulfolan 
getestet. Mit allen drei weiteren Lösungsmitteln ist die Reaktion möglich. Jedoch treten 
bei der Reaktion mit Dimethylsulfoxid und Dimethylformamid vermehrt radioaktive 
Nebenprodukte auf, weshalb Sulfolan für die Modulsynthese eingesetzt wird. Die 
Reaktionsbedingungen können weitestgehend übernommen werden. Die Reaktion 
findet bei einer Temperatur von 80°C statt, mit ein er Reaktionszeit von 10 min, die 
Masse der Markierungsvorstufe 6 liegt bei 2,5 mg (Abbildung 50). 
 
 
Abbildung 50: 18F-Radiomarkierung der Trimethylammonium-Markierungsvorstufe 6 in einer 
Modulsynthese 
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Es werden die in Tabelle 10 beschriebenen Punkte durchlaufen.  
 
Tabelle 10: Synthese von p[18F]F-SA an einem vollautomatisierten Synthesemodul 
Fluoridadsorption  • Adsorption auf Anionentauscherkartusche (Accell Plus 
QMA Light, Waters®) 
• Elution mit 1,5 ml Kryptofix/K2CO3 
Fluoridtrocknung • Trocknung 10 min bei 95°C, Druck von ca. 5 mbar 
• 3 ml Acetonitril-Zugabe nach 2 min  
Radiomarkierung • Zugabe von 2,5 mg MV 6 in 1 ml Sulfolan 
• Reaktion 10 min bei 80°C 
Reinigung durch 
Festphasenextraktion 
• Zugabe von 10 ml 1 M HCl zum Reaktionsgemisch 
• Adsorption auf C18-Kartusche (Sep-Pak® Plus, Waters®) 
• Spülen der Kartusche mit 3 ml Wasser für HPLC-Injektion 
• Elution der Kartusche mit 1,5 ml Acetonitril 
Reinigung durch 
HPLC 
• Trennung des Reaktionsgemisches mit semipräparativer 
HPLC 
HPLC-System III, Chromatographiesäule II 
0,1%iger TFA (A) und Acetonitril(0,1% TFA) (B) 
60% A und 40% B 
• Fraktionen des p[18F]F-SA-Peaks auffangen 
Reinigung durch 
Festphasenextraktion 
• Produkt aus HPLC-Fraktion adsorbiert 
• Elution mit 1 ml Diethylether 
Einengen • Einengen des Eluats im Stickstoffstrom auf 20-30 µl 
 
[18F]Fluorid wird durch eine Anionentauscherkartusche vom verbleibenden 18O-Wasser 
getrennt. Das Kryptofix/K2CO3 dient als Phasentransferkatalysator im später 
zugesetzten organischen Lösungsmittel. Die [18F]Fluorid-Lösung wird azeotrop 
getrocknet, um Wasserspuren zu entfernen [101]. Die Markierungsvorstufe liegt in 
Sulfolan gelöst vor. Um ein Kristallisieren der Lösung (FpSulfolan = 28°C [107]) zu 
verhindern, wird das entsprechende Vorratsgefäß mit Hilfe eines Heißluftföhns auf 
40-50°C erhitzt. Nachdem die Reaktion erfolgt ist, wird das Produkt mit 1 M HCl 
stabilisiert und das Gemisch über eine C18-Kartusche gegeben. Somit kann einerseits 
bereits ein Großteil des verbliebenen [18F]Fluorids abgetrennt werden, andererseits 
wird Sulfolan abgetrennt. Eine direkte Injektion des Reaktionsgemisches in die HPLC 
ist aufgrund der hohen Viskosität des Sulfolans nicht möglich. Die Kartusche wird mit 
3 ml Wasser gespült, die zur Verdünnung des eigentlichen Eluats im Injektionsgefäß 
der HPLC verbleiben. Daraufhin wird das Produkt zusammen mit den auf der 
Kartusche zurückgehaltenen Verunreinigungen durch Acetonitril eluiert. Das Eluat wird 
durch das im Injektionsgefäß verbliebene Wasser verdünnt und kann so in die 
semipräparative HPLC injiziert werden. Ein typisches Radiochromatogramm der 
semipräparativen HPLC ist in Abbildung 51 zu sehen. Das gebildete 
Zersetzungsprodukt 1 wurde dabei durch Zugabe von 1 M HCl vollständig in das 
Zersetzungsprodukt 2 umgewandelt. Das Hauptprodukt ist p[18F]F-SA mit einer 
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Retentionszeit von tR = 29 min. Das Zersetzungsprodukt 2 tritt mit einer Retentionszeit 
von tR = 15 min auf.  
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 Zersetzungsprodukt 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 51: Radiochromatogramm der semipräparativen HPLC-Trennung zu einer 
Modulsynthese von p[18F]F-SA mit Sulfolan als Lösungsmittel 
 
In Abbildung 52 ist das UV-Chromatogramm der semipräparativen HPLC dargestellt. 
Zu sehen ist die nicht-radioaktive Verbindung pF-SA die letztendlich die spezifische 
Aktivität definiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Dimethylamin-Derivat 5 
 
 
 pF-SA 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 52: UV-Chromatogramm der semipräparativen HPLC-Trennung zu einer 
Modulsynthese von p[18F]F-SA mit Sulfolan als Lösungsmittel 
 
Außerdem sieht man das Dimethylamin-Derivat 5, das im Vergleich zur Synthese in 
Acetonitril in wesentlich geringeren Mengen auftritt, vergleicht man die Intensität der 
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Peaks (Abbildung 49). Eine Abtrennung des gewünschten Produkts wird somit 
erleichtert. Im Anschluss an eine semipräparative HPLC wird das Produkt erneut über 
Festphasenextraktion vom Elutionsmittel der HPLC gereinigt. Verwendet wird eine 
C18-Kartusche (Waters). Für die Elution wurden verschiedene Lösungsmittel getestet 
(Tabelle 11) unter Berücksichtigung der Elutionsausbeute und des Verhaltens beim 
Einengen. Die Elution erfolgte jeweils mit 1 ml des Lösungsmittels. Für die weitere 
Anwendung des p[18F]F-SA muss das Eluat eingeengt werden. Das organische 
Lösungsmittel wird dabei im Stickstoffstrom entfernt.  
 
Tabelle 11: Elutionsmittel für die Festphasenextraktion von p[18F]F-SA nach der Reinigung 
über HPLC oder direkt nach der Synthese 
 
Elutionsmittel Siedepunkt 
[107] 
Elutions-
ausbeute 
Zeit und 
Temperatur für 
Einengen 
Anteil Aktivität 
nach Einengen 
in Bezug auf 
Eluat 
93% 30 min bei 60°C 99% Aceton 56°C 
90% 25 min bei 80°C 99% 
95% 35 min bei 60°C 28% 
93% 35 min bei 80°C 54% 
Acetonitril 82°C 
95% 40 min bei 90°C 41% 
tBuOH 82°C 70% 30 min bei 80-90°C 68% 
Diethylether 35°C 84% 5 min bei 25°C 80% 
THF 65°C 90% 30 min bei 80°C 34% 
 
Unter den getesteten Lösungsmitteln zeigt sich Aceton als geeignetes Lösungsmittel in 
Betrachtung des Elutionsvermögens und dem verbleibenden Anteil an Aktivität nach 
Eindampfen. Für manuelle Synthesen wird diese Methode angewandt. Bei Synthesen 
im vollautomatisierten Synthesemodul kann das Gefäß zum Einengen nicht erhitzt 
werden. Daher wird hier Diethylether zur Elution verwendet. Daraus ergibt sich ein 
zusätzlicher Vorteil, da weniger Zeit aufgewandt werden muss.  
 
Tabelle 12: Zusammenfassung der Ergebnisse der Radiomarkierung von 6 zu p[18F]F-SA mit 
Sulfolan 
Ausgangsaktivität [18F]F- 12 - 16 GBq 
Masse Markierungsvorstufe 2,5 mg 
Synthesezeit 80 min 
Radioaktivität Produkt 2 - 4 GBq 
Radiochemische Ausbeute RCA 27 - 40% 
Radiochemische Reinheit RCR > 99% HPLC und DC 
Spezifische Aktivität 120 – 570 GBq/µmol 
Anzahl der Versuche n 11 
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In Tabelle 12 ist die Zusammenfassung der Ergebnisse für die radioaktive Markierung 
im Lösungsmittel Sulfolan dargestellt. Das Produkt kann mit einer radiochemischen 
Ausbeute von 27 - 40% und einer radiochemischen Reinheit von mehr als 99% 
erhalten werden. Die Verbindung liegt anschließend mit einer radiochemischen 
Reinheit von >99% vor (Abbildung 53). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 53: Radiochromatogramm (oben) der analytischen HPLC (p[18F]F-SA mit einer 
Retentionszeit von tR = 10 min) und Autoradiogramm (unten) von p[18F]F-SA einer 
dünnschichtchromatographischen Trennung im Laufmittel Ethylacetat/Petrolether 2:1 
 
Als Alternative zur apparativ aufwendigeren HPLC-Reinigung kann eine Reinigung 
durch Festphasenextraktion in Betracht gezogen werden. Außerdem würde die 
Gesamtsynthesezeit herabgesetzt werden. Zur Festphasenextraktion wurden dabei 
C18-Kartuschen der Firma Waters verwendet. Das Reaktionsgemisch wird mit 10 ml 
1 M HCl verdünnt und über die Kartusche gegeben. Dabei werden organische 
Moleküle wie p[18F]F-SA aber auch die Zersetzungsprodukte adsorbiert. Bei der 
Markierungsvorstufe 6 handelt es sich um ein Salz, weshalb diese Verbindung nicht 
adsorbiert wird und abgetrennt werden kann. Die Verunreinigung der 
Markierungsvorstufe 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin kann aufgrund der Behandlung 
mit 1 M HCl in seiner protonierten Form abgetrennt werden. Die Zersetzungsprodukte 
können im Sauren nicht abgetrennt werden. Eine Behandlung der Kartusche mit einer 
basischen wässrigen Lösung um eventuell Verunreinigungen abzutrennen, würde zur 
Zersetzung des p[18F]F-SA führen. Das Produkt wird mit Hilfe von Acetonitril oder 
Diethylether eluiert, liegt jedoch mit dem Zersetzungsprodukt 2 verunreinigt vor. Der 
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Einsatz dieses Gemischs zur weiteren Markierung wird im Kapitel 3.2.2 (Seite 71) 
diskutiert.  
 
3.1.3.4 Diskussion und Vergleich der Markierungsvorstufen 3 und 6 
Um die Ergebnisse richtig beurteilen zu können, muss zunächst die Stabilität des 
Produkts p[18F]F-SA betrachtet werden. Dazu wurden Versuche mit der 
entsprechenden Referenzsubstanz pF-SA durchgeführt. Die Referenzverbindung wird 
den Markierungsbedingungen ausgesetzt. Dazu werden 1,5 ml der Kryptofixlösung im 
Stickstoffstrom bis zur Trockne eingedampft. Anschließend werden 3 mg pF-SA gelöst 
in 1 ml Acetonitril zugegeben. Man belässt das Gemisch 20 min bei 90°C. Das 
UV-Chromatogramm der analytischen HPLC ist in Abbildung 54 zu sehen. Der 
Alkinbaustein ist kaum noch nachweisbar. Das Molekül wurde zum größten Teil 
zersetzt.  
 
 
 Zersetzungsprodukt 1 
 Zersetzungs- 
 produkt 2 
 
 
 pF-SA 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 54: UV-Chromatogramm der Zersetzung von pF-SA unter 
Markierungsbedingungen. Retentionszeiten: pF-SA tR = 9,2 min, Zersetzungsprodukte 
tR = 5,7 min und tR = 13,2 min. Weitere Verunreinigungen mit niedrigerer Retentionszeit 
 
Man erhält ein lipophileres Zersetzungsprodukt (1) mit einer Retentionszeit von 
tR = 13,2 min und ein lipophoberes Zersetzungsprodukt (2) mit einer Retentionszeit von 
tR = 5,7 min. Löst man die Verbindung in Acetonitril und belässt sie 20 min bei 90°C, 
bleibt sie stabil.  
Folglich muss der Einfluss des Kryptofix/K2CO3-Gemisches zur Zersetzung führen. Das 
Kryptofix/K2CO3-Gemisch ist stark alkalisch. Das pF-SA ist im stark Alkalischen nicht 
stabil. Das Zersetzungsprodukt 1 wird gebildet. Dieses wiederum ist im Sauren instabil 
und zersetzt sich weiter zum Zersetzungsprodukt 2. Das pF-SA bzw. p[18F]F-SA ist im 
sauren Bereich stabil. Dieser Sachverhalt wird in Abbildung 55 dargestellt.  
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Abbildung 55: Bildung des Zersetzungsprodukts 1 (Z1) und Umwandlung zum 
Zersetzungsprodukt 2 (Z2); Das linke Radiochromatogramm zeigt das Reaktionsgemisch 
(basisch). Das rechte Radiochromatogramm zeigt das Reaktionsgemisch nach Behandlung mit 
1 M HCl und Reinigung über Festphasenextraktion (C18-Kartusche) 
 
Sulfonamid-Derivate sind im Allgemeinen sehr stabil und schwierig durch Hydrolyse zu 
spalten [108]. Eine Hydrolyse der S-N-Bindung im sauren pH-Bereich ist nur mit 
starken Säuren (TFA) und hohen Temperaturen möglich, die durch die Markierungs- 
bzw. Reinigungsbedingungen bei der Synthese der Verbindung nicht realisiert werden. 
In Verbindung mit 1 M HCl zeigt sich das Sulfonamid-Derivat als stabil. Auch 
gegenüber alkalischer Hydrolyse gelten Sulfonamid-Derivate als sehr stabil. Das 
Schwefelatom trägt eine positive Partialladung und ist damit für einen nucleophilen 
Angriff geeignet, beispielsweise durch ein Hydroxidion. Jedoch ist es hervorragend 
abgeschirmt durch die negative Partialladung der Sauerstoffatome und des 
Stickstoffatoms, die sich in Nachbarstellung befinden. Allerdings haben die 
Substituenten des Benzolringes einen Einfluss auf die Stabilität der S-C-Bindung. 
Befindet sich ein elektronegativer Substituent am Benzolring, wird eine basische 
Spaltung der Sulfonamidbindung begünstigt [109]. Es sind allerdings starke Basen, wie 
80%ige NaOH und hohe Temperaturen im Bereich von 100 bis 250°C erforderlich. 
Schreiber et al. [109] beschreiben die Hydrolyse von in para-Position 
Nitro-substituierten Benzolsulfonaniliden. Der Effekt von Fluor wird jedoch nicht 
beschrieben. Da Fluor eine sehr hohe Elektronegativität aufweist, ist anzunehmen, 
dass der Einfluss des Fluoratoms in Para-Position infolge der stark basischen 
Markierungsbedingungen und der Temperatur der Markierung bei 80°C zu einer 
Zersetzung des Produkts p[18F]F-SA bzw. der Referenzsubstanz pF-SA führt. 
Konkrete Strukturen können den Zersetzungsprodukten trotz der Analyse durch 
ESI-MS nicht zugeordnet werden. Für das Zersetzungsprodukt 1 erhält man die Werte 
m/z = 235, m/z = 275 und m/z = 341. Für das Zersetzungsprodukt 2 erhält man den 
Wert m/z = 161.  
Es kommt also zur Zersetzung des Produkts p[18F]F-SA unter den basischen 
Markierungsbedingungen. Die Zersetzung tritt bereits während der Markierung auf. 
Fakt ist, dass eine Stabilisierung durch ein saures Milieu unmittelbar nach der Reaktion 
erfolgen muss, um ein Voranschreiten der Zersetzung zu verhindern. Außerdem muss 
ein Kompromiss der Reaktionsbedingungen gefunden werden. Es muss ein 
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ausreichend hohes Maß an Umsatz von [18F]Fluorid vorliegen. Gleichzeitig muss die 
Zersetzung des Produkts möglichst gering sein. Alternativ besteht die Möglichkeit, 
einen anderen Phasentransferkatalysator einzusetzen, der weniger basisch ist. 
Fraglich ist, ob der Umsatz von [18F]Fluorid im ausreichend hohen Maß gegeben bleibt.  
 
Zusammenfassung 
Der wesentliche Nachteil der Nitroverbindung 3 als Markierungsvorstufe ist deren 
Abtrennung. Es ist aufgrund der chemischen Ähnlichkeit zur radioaktiven Verbindung 
p[18F]F-SA unumgänglich, eine Reinigung über semipräparative HPLC durchzuführen. 
Die Retentionszeiten von Produkt p[18F]F-SA (tR = 10,2 min) und Markierungsvorstufe 
3 (tR = 11,2 min) bei einem isokratischen Lauf mit 60% 0,1%iger TFA und 40% 
Acetonitril (0,1% TFA) liegen nah beieinander. Dies kann bei einer semipräparativen 
Trennung vor allem bei höherem Aktivitätsniveau zu einer Überlagerung der Peaks 
führen und eine Trennung so erschweren. Zur Lösung muss dann ein HPLC-
Trennsystem mit Gradient erarbeitet werden. Dies erschwert jedoch ein Weiterarbeiten 
mit dem System, wie zum Beispiel bei der Reinigung von peptidischen 
Markierungsansätzen, für das das identische System: isokratischen Lauf mit 60% 
0,1%iger TFA und 40% Acetonitril (0,1% TFA) verwendet werden kann. 
 
Der Einsatz der Trimethylammonium-Markierungsvorstufe 6 erfordert einen höheren 
Syntheseaufwand. Jedoch kann das Salz sowohl über HPLC vereinfacht, als auch über 
eine Festphasenextraktion abgetrennt werden.  
Im direkten Vergleich der Markierungsvorstufen der Synthese von p[18F]F-SA (Tabelle 
13) zeigt sich die Trimethylammonium-Markierungsvorstufe 6 als besser geeignet.  
Es muss beachtet werden, dass bei Zugabe des [18F]F- zur MV ein Anteil von [18F]F- im 
Trocknungsvial zurückbleibt, der beim angegebenen prozentualen Anteil 
unberücksichtigt bleibt. 
Setzt man Sulfolan als Lösungsmittel ein, ist der Umsatz von [18F]F- wesentlich 
schlechter, als bei den anderen Lösungsmitteln. Ein Grund könnte eine verminderte 
Löslichkeit des Kryptofix-K[18F]F- bzw. des Kryptofix-K2CO3-Komplexes sein. Damit 
wird einerseits weniger [18F]F- für die Markierung zur Verfügung gestellt. Andererseits 
liegt auch weniger Carbonat, demnach weniger Base im Reaktionsgemisch vor. Die 
Zersetzung des Produkts wird verlangsamt.  
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Tabelle 13: Vergleich der Markierungsvorstufen 3 und 6 in Abhängigkeit vom Lösungsmittel; 
[18F]F-→MV bedeutet Zugabe des im Lösungsmittel gelösten [18F]F- zur Markierungsvorstufe. 
MV→[18F]F- bedeutet Zugabe des im Lösungsmittel gelösten Markierungsvorstufe zum [18F]F-. 
Sulfolan wurde ungereinigt eingesetzt. Bei allen Versuchen handelt es sich um manuell 
durchgeführte Versuche. Das Reaktionsgemisch wird mit 1 M HCl verdünnt. 
 
Markierungsvorstufe Nitro-MV 3 Trimethylammonium-MV 6 
Lösungsmittel Dimethyl-
formamid 
[18F]F-→MV 
Dimethyl-
formamid 
MV→[18F]F- 
Acetonitril 
[18F]F-→MV 
Sulfolan 
MV→[18F]F- 
[18F]Fluorid-Anteil 
DC 
20% 46% 13% 62% 
Produktanteil HPLC 49% 28% 91% 63% 
berechneter 
Produktanteil an 
Gesamtaktivität 
39% 15% 77% 39% 
Anzahl der 
Versuche n 
1 4 12 2 
 
Die Dünnschichtchromatogramme zur Ermittlung des [18F]Fluorid-Anteils wurden 
aufgenommen, indem eine Probe eines Gemisches aus dem Reaktionsgemisch 
entnommen und mit 1 M HCl versetzt wurde. 
 
3.1.4 Einschätzung der 18F-Markierung von Sulfonamid-Derivaten 
In der Einleitung wurde bereits auf die Tatsache hingewiesen, dass sich Sulfonamid-
Derivate, die am Stickstoffatom einfach substituiert sind, nicht zur nucleophilen 
Markierung mit 18F eignen. Aus diesem Grund trägt der hier verwendete 
Markierungsbaustein p[18F]F-SA eine Methylgruppe am Stickstoffatom. In Tabelle 14 
ist ein Vergleich des hier vorgestellten bifunktionellen Markierungsbausteins 
p[18F]F-SA zu den bekannten 18F-markierten Verbindungen dargestellt.  
Augenmerk wird dabei auf bestimmte Strukturmerkmale gelegt. Es erfolgt eine 
Unterteilung in am Stickstoffatom nicht, einfach und zweifach substituierte 
Sulfonamid-Derivate. Das hergestellte p[18F]F-SA basiert auf einem am Stickstoffatom 
zweifach substituierten Sulfonamid-Derivat. Die erzielten Ausbeuten liegen in der 
Größenordnung der in der Literatur vorgestellten Markierungsreaktionen von Enas et 
al. [97] und Tang et al. [98]. 
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Tabelle 14: Zusammenstellung der Strukturmerkmale 18F-markierter Sulfonamid-Derivate und 
der damit erzielten Ausbeuten 
 
elektronenziehende 
Gruppe 
 Literaturstelle Ausbeute 
am N-Atom nicht 
substituiertes 
Sulfonamid-Derivat 
 Shiue et al. 
(2001) [95] 
1-2% 
 Shiue et al. 
(1999) [94] 
1,5-2% am N-Atom einfach 
substituiertes 
Sulfonamid-Derivat 
 Hocke et al. 
(2005) [110] 
0% 
 Benzylchlormethylether als 
Schutzgruppe am N-Atom 
Supuran et al. 
(1998) [96] 
0,5-2% 
 zusätzlich Nitril als elektronen-
ziehende Gruppe in ortho-Pos. 
Lehmann et al. 
(2008)[99] 
78% 
 Enas et al. 
(1997) [97] 
23% am N-Atom zweifach 
substituiertes 
Sulfonamid-Derivat 
 Tang et al. 
(2007) [98] 
32% 
 
p[18F]F-SA diese Arbeit 
Kapitel 3.1.3.3 
27-40% 
 
Eine wesentlich höhere Ausbeute wird von Lehmann et al. [99] erzielt. Die im Rahmen 
eines Patents beschriebene Verbindung basiert auf einem am N-Atom einfach 
substituierten Sulfonamid-Derivats, wobei die SO2-Gruppe als elektronenziehende 
Gruppe in para-Position zur Markierungsstelle am Aromaten dient. Der vermutlich 
entscheidende Unterschied ist eine weitere elektronenziehende Gruppe in ortho-
Position zur Markierungsstelle, die anscheinend die Acidität der Stickstoff-Wasserstoff-
Bindung verringert. Ein solcher Ansatz wäre demnach alternativ zu einem am N-Atom 
zweifach substituierten Sulfonamid-Derivat denkbar.  
 
3.1.5 Vergleich des synthetisierten bifunktionellen Markierungsbausteins 
p[18F]F-SA mit literaturbekannten Gruppen für die 1,3-dipolare 
[3+2]Cycloaddition 
In Tabelle 15 findet sich eine Zusammenstellung von literaturbekannten bifunktionellen 
Markierungsbausteinen und der in dieser Arbeit vorgestellten Gruppe p[18F]F-SA, die 
ein 18F-Atom tragen und für die Markierung von biologisch relevanten Molekülen mit 
Hilfe der 1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition eingesetzt werden können. Die Auflistung 
von PRO und KONTRA soll eine Einschätzung der einzelnen Bausteine erlauben. Die 
Auswahl der Gruppe ist einerseits abhängig von der zu markierenden Substanz. 
Andererseits spielt die Ausrüstung am Arbeitsplatz eine Rolle. So ist bei der Synthese 
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von leicht flüchtigen Verbindungen zu beachten, dass in geschlossenen 
Syntheseapparaturen gearbeitet werden muss, um eine Verflüchtigung zu vermeiden. 
Außerdem ist die Anwendung der Verbindung, die nur in Acetonitril vorliegend erhalten 
wird, beschränkt. Zwei der Gruppen entfallen aufgrund ihrer aufwendigen mehrstufigen 
Synthesewege. Da jedoch [18F]SFB eine vielerorts etablierte Synthese darstellt und die 
Reaktion zum Alkin-Derivat relativ problemlos funktioniert, stellt die entsprechende 
funktionelle Gruppe durchaus eine Alternative dar. Gruppen mit aromatischem 
Grundgerüst weisen eine stabilere Kohlenstoff-Fluor-Bindung auf als ihre aliphatischen 
Pendants.  
Einige der Verbindungen erfordern eine Reinigung durch semipräparative HPLC. Dies 
gewährleistet einerseits eine hohe chemische und radiochemische Reinheit. 
Andererseits ist dafür die Entwicklung eines HPLC-Trennsystems erforderlich und eine 
entsprechende Anlage muss zur Verfügung stehen.  
Für das hier vorgestellte Sulfonamid-Derivat spielte in erster Linie die Synthese in 
einem Schritt mit anschließender Reinigung mittels HPLC die entscheidende Rolle, da 
die Synthese so vollautomatisiert durchgeführt werden kann und in einer hohen 
chemischen und radiochemischen Reinheit zur Verfügung steht. 
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Tabelle 15: Vergleich des synthetisierten, bifunktionellen Markierungsbausteins mit literaturbekannten Verbindungen 
bifunktioneller 
Markierungsbaustein 
Markierungs-
bedingungen 
Reinigung/RCA PRO KONTRA Literatur/Jahr 
 
Acetonitril, 
100°C 
Tosyl-MV 
Codestillation 
mit Acetonitril/ 
n = 1 → 36% 
n = 2 → 81% 
n = 3 → 61% 
• Lipophilie: 
LogP = 0,9 - 1,8 
• Synthese wenig 
zeitaufwendig 
• Acetonitril nicht 
vollständig abtrennbar 
• leicht flüchtige 
Verbindung 
• aliphatische C-F-Bindung 
Marik et al. 
(2006) [79, 86] 
 
Acetonitril, RT, 
5 min 
[18F]SFB 
SPE/ 
69% 
• stabile aromatische 
C-F-Bindung 
• Lipophilie: LogP = 1,5 
• aufwendige Synthese von 
[18F]SFB vorangehend 
Ramenda et al. 
(2007) [81] 
 
Dimethylsulfoxid, 
15 min, 110°C 
Tosyl-MV 
HPLC/ 
78,5% 
• Lipophilie: LogP = 0,2 • HPLC-Reinigung 
notwendig 
• aliphatische C-F-Bindung 
Li et al. (2007) 
[82] 
 
Dimethylsulfoxid, 
165°C, 3 min 
TMA-triflat-MV 
HPLC/ 
30-35% 
• stabile aromatische 
C-F-Bindung 
 
• Lipophilie: LogP = 2,1 
• HPLC-Reinigung 
notwendig 
Kuhnast et al. 
(2008) [88] 
 
Acetonitril, 
5 min, 85°C 
Triflat-MV 
HPLC/ 
71% 
• stabile C-F-Bindung 
entsprechend [18F]FDG 
• HPLC-Reinigung 
notwendig 
Maschauer et 
al. (2009) [91] 
 
Vier-Schrittsyn. 
über [18F]FBA 
TMA-triflat-MV 
SPE, Filtration/ 
34% 
• stabile aromatische 
C-F-Bindung 
• aufwendige 
Vierschrittsynthese 
Thonon et al. 
(2009) [92] 
 
Sulfolan, 80°C, 
10 min  
TMA-triflat-MV 
HPLC/ 
27-40% 
• stabile aromatische 
C-F-Bindung 
• Lipophilie: LogP = 1,7 
• HPLC-Reinigung 
notwendig 
Ramenda et al. 
(2009) [111] 
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3.2 Radiomarkierung von Peptiden, Proteinen und 
Oligonukleotiden mit Hilfe der 1,3-dipolaren 
[3+2]Cycloaddition 
3.2.1 Radiomarkierung von Peptiden 
3.2.1.1 Peptidsynthese 
Für die Evaluierung der Cycloaddition wurden die in Abbildung 56 dargestellten 
Peptide ausgewählt (vergl. Dissertation Richter, angefertigt am FZD, 2010). 
 
 
 Peptid A 
 H-PMQSpTPL-OH 
 
 
 
 
 
 Peptid B 
 H-MQSpTPL-OH 
 
 
 
 
Abbildung 56: Peptidsequenzen als bindende Einheit für die Polo-box-Domäne der Plk1 
 
Es handelt sich um ein Hexa- und ein Heptapeptid mit einem phosphorylierten 
Threoninrest. Phosphorylierte Aminosäuren bzw. Peptide können an Proteindomänen 
binden, die spezifische Bindungseigenschaften für diese Moleküle aufweisen. Ein 
solches Protein ist die Polo-like Kinase 1 (Plk1) [13], ein Enzym, das an der Regulation 
des Zellcyclus beteiligt ist und speziell während der Mitose eingreift. Bei Polo-like 
Kinasen handelt es sich um Serin/Threonin-Kinasen. Sie besitzen eine nicht katalytisch 
wirksame Region im C-terminalen Bereich. Diese besteht aus zwei homologen 
Bereichen, die ca. 70-80 Aminosäuren umfassen. Dieser Bereich wird Polo-box 
Domäne (PBD) genannt. Für die PBD gibt es eine konservierte Peptidsequenz, die 
selektiv gebunden wird. Die Kernsequenz S-[pS/pT]-P/X muss dabei im Peptid für eine 
selektive Bindung enthalten sein. Als optimal wird die Peptidsequenz 
H-PMQSpTPL-OH (Peptid A) beschrieben [13]. Eine Markierung dieser Peptide soll 
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einerseits die in vivo-Anwendung des Produkts einer Click-Reaktion ermöglichen, um 
wissenschaftliche Fragestellungen zu beantworten. Andererseits erlaubt die 
Markierung den Vergleich mit [18F]SFB-Markierungen, die ebenfalls mit diesen 
Verbindungen durchgeführt wurden [112].  
 
3.2.1.2 Synthese mit Hilfe eines Peptidsynthesizers 
Die Peptidsynthesen wurden mit einem vollautomatischen, PC-gesteuerten 
Peptidsynthesizer durchgeführt. Eine Standard-Fmoc-Synthesestrategie an der 
Festphase [113] wurde sowohl für die Synthese der phosphorylierten als auch der 
unphosphorylierten Peptide gewählt, wobei die eingesetzten Aminosäuren an der 
Aminogruppe eine 9-Fluorenylmethoxycarbonylschutzgruppe (Fmoc-Schutzgruppe) 
tragen. Diese Schutzgruppe kann mit Hilfe einer Base abgespalten werden. Die 
Entschützung von Aminosäureseitenketten und die Abspaltung vom Harz erfolgt 
hingegen durch eine Säure. Wird also die Fmoc-Gruppe während der Synthese 
abgespalten, bleiben die Aminosäureseitenketten weiterhin geschützt und das Peptid 
am Harz haften.  
Die Peptidsynthese erfolgt ausgehend von einem Harz, das bereits mit der ersten 
Aminosäure beladen ist, in diesem Fall Leucin. Synthetisiert wird vom C-Terminus hin 
zum N-Terminus. Jede Kupplung einer Aminosäure erfolgt in einem separaten 
Kupplungscyclus, der entsprechend der Anzahl der Aminosäuren im Peptid wiederholt 
wird. Die einzelnen Schritte des Kupplungscyclus sind in Tabelle 16 aufgeführt.  
 
Tabelle 16: Kupplungscyclus einer Peptidsynthese; In Schritt 2 sind die eingesetzten 
Äquivalente der Aminosäure und der Kupplungsreagenzien HBTU, HOBt und DIPEA in Bezug 
auf die verwendete Menge Harz aufgeführt.  
 Abfolge Reagenz / Lösungsmittel Zeit 
1 Waschen 5 x 0,5 ml Dimethylformamid 5 x 1 min 
2 AS-Kupplung 0,5 ml Aminosäure in 
Dimethylformamid 
0,5 ml HBTU in 
Dimethylformamid  
0,3 ml HOBt in 
Dimethylformamid  
0,3 ml DIPEA in NMP  
 
3 äq 
 
3 äq 
 
3 äq 
9 äq 
60 min 
3 Waschen 5 x 0,5 ml Dimethylformamid 5 x 1 min 
4 Fmoc-Entschützung 1 ml 40% Piperidin in 
Dimethylformamid 
15 min 
5 Waschen 5 x 0,5 ml Dimethylformamid 5 x 1 min 
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In einem vorbereitenden Schritt wird es dem Harz ermöglicht in 1 ml Dimethylformamid 
10 min zu quellen. Da die erste Aminosäure bereits am Harz gebunden ist, muss diese 
nur noch entschützt werden, danach kann der erste Kupplungscyclus beginnen.  
Die basenlabile Fmoc-Schutzgruppe wird abgespalten (Abbildung 57), um den 
Kupplungsschritt zu ermöglichen. Die Entschützung erfolgt nach dem 
E1cb-Mechanismus [114] im Basischen mit einer 40%igen Lösung von Piperidin in 
Dimethylformamid gefolgt von einem weiteren Schritt mit einer 20%igen Lösung von 
Piperidin in Dimethylformamid, um die Vollständigkeit der Entschützung zu 
gewährleisten. Das Harz, mit der nun entschützten Aminosäure beladen, wird 
mehrmals mit Dimethylformamid gewaschen.  
 
 
 
Abbildung 57: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin; E1cb-Eliminierung 
 
Daraufhin wird die gewünschte Fmoc-geschützte Aminosäure gekuppelt. Die 
Aminosäure wird in Dimethylformamid gelöst, so dass in 0,5 ml Lösung drei 
Äquivalente der Aminosäure in Bezug zur eingesetzten Menge des Harzes bzw. zur 
Beladung des Harzes vorliegen. Die Lösung wird zum Harz gegeben. Außerdem sind 
die Kupplungsreagenzien HBTU und HOBt sowie DIPEA notwendig. HBTU und HOBt 
werden wie bereits für die Aminosäure beschrieben in drei Äquivalenten in 
Dimethylformamid gelöst zugegeben. Neun Äquivalente DIPEA werden in NMP gelöst 
und hinzugefügt. 
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Abbildung 58: Aktivierungsreagenzien für die Aminosäurekupplung 
 
Ergebnisse und Diskussion 
64 
Mit Hilfe von HBTU wird die Carbonsäurefunktionalität der zu kuppelnden Aminosäure 
aktiviert. Durch Zusatz von DIPEA liegt die Säure vollständig deprotoniert vor. Die 
Carboxyfunktion kann nun am Kohlenstoffatom des Uroniumsalzes angreifen. Es wird 
deprotoniertes HOBt freigesetzt. Das deprotonierte HOBt greift nun am 
Carbonylkohlenstoffatom des gebildeten Esters an. Es bildet sich ein Aktivester unter 
Freisetzung eines Harnstoffderivats. Im letzten Schritt greift das Stickstoffatom der 
freien Aminogruppe der zweiten Aminosäure bzw. des Peptides am 
Carbonylkohlenstoff des Aktivesters nucleophil an. Es bildet sich die gewünschte 
Peptidbindung und HOBt wird freigesetzt. DIPEA hat neben der Deprotonierung der 
Säure noch die Funktion, HOBt zu deprotonieren [115, 116]. HOBt selbst wird durch 
die Reaktion von HBTU freigesetzt. Gleichzeitig führt ein weiterer Zusatz von HOBt 
zum Reaktionsansatz zur Beschleunigung der Reaktion [115]. In Abbildung 59 ist der 
gesamte Kupplungsschritt schematisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 59: Kupplungsreaktion zweier Aminosäuren mit HBTU, HOBt und DIPEA 
 
Es wird ein Kupplungsschritt je Aminosäure durchgeführt. Anschließend erfolgt ein 
weiterer Waschschritt. Danach erfolgt die Entschützung der letztgebundenen 
Aminosäure am N-Terminus mit 40% Piperidin in Dimethylformamid (Abbildung 57). 
Nach einem weiteren Waschschritt, kann der nächste Kupplungscyclus erfolgen, usw. 
bis die gewünschte Sequenz vorliegt. Ist die Synthese beendet, wird das 
harzgebundene Peptid mehrmals mit Ethanol gewaschen. Für die 
Aminosäurekupplung wird ein Verhältnis von HBTU, HOBt und DIPEA von 1:1:3 
eingesetzt. Ein solches Verhältnis weicht von dem als üblich beschriebenen Verhältnis 
von 1:1:2 ab [117]. Geschuldet wird dies der phosphorylierten Aminosäure, deren 
Säuregruppe ein weiteres Äquivalent einer Base erfordert. Für diese wird ein 
entsprechendes Verhältnis von 1:1:3 als günstig beschrieben, um die 
Kupplungsausbeute von 80% auf 100% zu erhöhen [118].  
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Die monobenzylgeschützte Form der phosphorylierten Aminosäure ist stabiler als die 
dibenzylgeschützte, da es bei letzterer während der Peptidsynthese leicht zu einer 
Eliminierung zur entsprechenden Dehydroaminosäure und damit zur Abspaltung der 
Phosphatgruppe kommt [119]. 
Die Abspaltung vom Harz und die Entschützung des Peptides erfolgen in einem Schritt. 
Als Abspaltungsreagenz dient eine Mischung aus TFA, EDT, Thioanisol und Wasser. 
TFA ist das eigentliche Abspaltungsreagenz, während die Zusätze als Scavenger 
dienen, d.h. zum Abfangen reaktiver Spezies. Besonders Methionin muss durch EDT 
und Thioanisol vor Nebenreaktionen mit hoch reaktiven Spezies wie z.B. tert-Butyl-
Kationen geschützt werden [120].  
Harz und Abspaltungsreagenz werden bei 40°C zur Rea ktion gebracht. Das Harz wird 
über eine Fritte vom Peptid getrennt. Das gelöste Peptid wird nach einer Verringerung 
des Volumens der Lösung im Stickstoffstrom mit Hilfe von Diethylether gefällt und kann 
so isoliert werden. Die Reinigung erfolgt über semipräparative HPLC. Nach vier 
Stunden Reaktion von harzgebundenem Peptid und Abspaltungsreagenz zeigt sich 
eine unvollständige Entschützung der Phosphatgruppe von der Benzylschutzgruppe. 
Eine Verlängerung der Reaktionszeit um zwei Stunden verbessert die Ausbeute an 
vollständig entschütztem Peptid (Abbildung 60).  
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Abbildung 60: UV-Chromatogramme der semipräparativen HPLC: Reinigung des Rohpeptids 
A nach Synthese am Peptidsynthesizer; Links: 4 h Reaktionszeit. Rechts: 6 h Reaktionszeit. 
Peak bei geringerer Retentionszeit ist entschütztes Peptid. Peak bei höherer Retentionszeit ist 
am Phosphatrest geschütztes Peptid. 
 
Vier verschiedene Peptidsequenzen wurden am Peptidsynthesizer synthetisiert. Dabei 
handelt es sich um die zwei phosphorylierten Verbindungen Peptid A 
(H-PMQSpTPL-OH) und Peptid B (H-MQSpTPL-OH), sowie um ihre 
nichtphosphorylierten Gegenstücke Peptid C (H-PMQSTPL-OH) und Peptid D 
(H-MQSTPL-OH). Eine Zusammenstellung der Ausbeuten und Reinheit, sowie die über 
MALDI-TOF MS nachgewiesene molare Masse findet sich in Tabelle 17. 
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Tabelle 17: Mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellte Peptide.  
Bezeichnung  
AS-Code 
Summenformel 
Molmasse 
Masse 
Ausbeute 
MALDI-TOF MS 
(m/z) 
Reinheit 
Peptid A 
H-PMQSpTPL-OH 
C33H57N8O14PS 
M = 852,9 g/mol 
11 mg 
39% 
854 [M+H]+ >99% 
Peptid B 
H-MQSpTPL-OH 
C28H50N7O13PS 
M = 755,8 g/mol 
7 mg 
26% 
757 [M+H]+ >99% 
Peptid C 
H-PMQSTPL-OH 
C33H56N8O11S 
M = 772,9 g/mol 
9 mg 
35% 
774 [M+H]+ >99% 
Peptid D  
H-MQSTPL-OH 
C28H49N7O10S 
M = 675,8 g/mol 
23 mg 
56% 
676 [M+H]+ 75% 
 
Die massenspektrometrischen Aufnahmen erfolgten entweder mit ESI-MS oder 
MALDI-TOF MS. Abbildung 61 zeigt ein Massenspektrum aufgenommen mit MALDI-
TOF MS des Peptids A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 61: MALDI-TOF Massenspektrum von Peptid A, Matrix: DHB, Messung im positiven 
Modus, m/z = 854 [M+H]+ 
 
Die Messung erfolgt für nicht phosphorylierte Peptide unter Verwendung der Matrix 
α-Hydroxycyanozimtsäure (CCA). Eine Messung der phosphorylierten Peptide ist so 
jedoch nicht möglich. Janek et al. [121] beschreiben die Messung von 
Phosphopeptiden im negativen Modus. Da dies gerätespezifisch durch MALDI-TOF 
MS nicht möglich ist, musste eine Alternative gefunden werden. Die Verwendung einer 
alternativen Matrix führt zum gewünschten Ziel. Mit 2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB) 
und einer durch TFA angesäuerten Lösung [122] des Phosphopeptids kann auch im 
positiven Modus gemessen werden. 
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3.2.1.3 Peptidfunktionalisierung 
Die Peptidfunktionalisierung umfasst die Reaktion der Peptide mit alkin- und 
azidtragenden Molekülen, um diese für die Click-Reaktion zugänglich zu machen. Es 
gibt verschiedene Möglichkeiten, eine Alkin- bzw. eine Azidfunktion einzubringen [41, 
123, 124]. Eine übliche Methode ist die Verwendung von Aktivestern. Diese reagieren 
mit Aminogruppen des Peptides. Alternativen bestehen in der Verwendung von 
Maleinimid-tragenden Gruppen [124], die an Thiole gekuppelt werden können, insofern 
sich Thiolgruppen im Peptid befinden. Eine dritte Möglichkeit ist das Einbringen einer 
bereits modifizierten Aminosäure [125]. Diese Varianten beruhen auf dem Verfahren, 
ein Linkermolekül an das Peptid anzufügen. Beschrieben wird in der Literatur auch die 
Modifikation einer funktionellen Gruppe, die sich bereits im Peptid befindet. 
 
 
 
Abbildung 62: Synthese des Azid-Linkermoleküls Succinimidyl-5-azidvalerat 28 nach Khoukhi 
et al. [40] und Seo et al. [41] und des Alkin-Linkermoleküls Succinimidyl-5-hexinoat 30 
 
Alkin- und Azidgruppe werden in dieser Arbeit in Form der Aktivester 28 und 30 an 
Peptide gekuppelt. Die Reaktion am N-Terminus führt zur Bildung einer Peptidbindung. 
Die Synthese der Aktivester 28 und 30 ist in Abbildung 62 dargestellt.  
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Bei der Azidierung handelt es sich um eine SN2-Reaktion. Die Reaktion verläuft mit 
einer Ausbeute von 74%. Es bildet sich ein farbloses Öl, dessen Siedepunkt bei 70°C 
bei einem Druck von 0,23 mbar liegt. Der Ester 28 wird basisch hydrolysiert und durch 
Zugabe von Salzsäure in die freie Säure überführt.  
Die Bildung des Aktivesters erfolgt für das Alkin-Derivat 30 als auch für das 
Azid-Derivat 28 unter Zuhilfenahme des Carbodiimid-Derivates EDC. Die Reaktion 
verläuft ähnlich einer Steglich-Veresterung. Durch die Reaktion der Carbonsäure mit 
dem Carbodiimid-Derivat wird die Carboxylgruppe aktiviert. Die aktivierte 
Carboxylgruppe wird anschließend mit N-Hydroxysuccinimid versetzt, wobei sich ein 
Harnstoff-Derivat abspaltet und der gewünschte Aktivester gebildet wird.  
Das Einbringen des Linkermoleküls kann über zwei verschiedene Wege erfolgen. Liegt 
das Peptid nach der Synthese am Peptidsynthesizer gereinigt und in lyophilisierter 
Form vor bzw. handelt es sich um ein käuflich erworbenes Peptid, erfolgt die Reaktion 
wie in Abbildung 63 am Beispiel des Peptides B dargestellt.  
 
 
Abbildung 63: Azidfunktionalisierung von Peptid B 
 
In Tabelle 18 sind alle funktionalisierten Peptide aufgeführt, sowie deren Ausbeute und 
Reinheit und die über ESI-MS oder MALDI-TOF MS nachgewiesene Masse.  
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Eine zweite Methode zur Herstellung dieser funktionalisierten Peptide erfolgt während 
der Peptidsynthese am Peptidsynthesizer. Für das Peptid A wurde dieser Ansatz 
durchgeführt. Zusätzlich zu den angekuppelten Aminosäuren erfolgte im letzten Schritt 
die Ankupplung des Alkinlinkers ausgehend vom Aktivester 28. 
 
Tabelle 18: Alkin- und azidfunktionalisierte Peptide 
Bezeichnung  
des Peptides 
Summenformel 
Molmasse 
Masse 
Ausbeute 
ESI-MS oder 
MALDI-TOF 
MS (m/z) 
Reinheit 
azidA  C38H64N11O15PS 
M = 978,0 g/mol 
4 mg 
60% 
1001 [M+Na]+ >99% 
azidB C33H57N10O14PS  
M = 880,9 g/mol 
7 mg 
64% 
903 [M+Na]+ >99% 
azidD C33H56N10O11S 
M = 800,9 g/mol 
21 mg 
77% 
802 [M+H]+ >99% 
alkinA C39H63N8O15PS 
M = 946,4 g/mol 
2,5 mg 
59% 
947 [M+H]+ >99% 
alkinC C39H62N8O12S 
M = 867,0 g/mol 
6 mg 
80% 
868 [M+H]+ >99% 
alkinNT 
 
C44H70N12O9 
M = 911,1 g/mol 
3 mg 
45% 
912 [M+H]+ >99% 
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Abbildung 64: UV-Chromatogramm der semipräparativen HPLC: Reinigung des Rohpeptides 
alkinA nach Synthese am Peptidsynthesizer; Der Anteil des alkinfunktionalisierten Peptid A 
(alkinA) beträgt 4%. 
 
Versuche, bei denen Hexin-5-säure eingesetzt wurde und über die übliche 
Carbonsäureaktivierung durch HBTU und HOBt sowie DIPEA angebracht werden 
sollte, scheiterten. Die Kupplung des Aktivesters gelang. Allerdings wurden nur geringe 
Ausbeuten erzielt. Der Anteil an alkinfunktionalisiertem Peptid A im 
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HPLC-Chromatogramm beträgt 4% (Abbildung 64). Die weiteren Signale konnten zu 
46% dem Peptid A und zu 30% dem am Phosphatrest benzylgeschützten Peptid A 
zugeordnet werden.  
 
3.2.1.4 Click-Reaktion der Peptide mit pF-SA 
Die Click-Reaktion zwischen pF-SA und dem entsprechenden Peptid wird wie folgt 
durchgeführt: Als Katalysator dienen Kupfer(I)-Ionen, die in situ durch Reduktion von 
Kupfer(II)-Ionen durch Ascorbat hergestellt werden. Als Lösungsmittel dient dabei ein 
Gemisch aus gleichen Teilen Boratpuffer (pH = 8,4) und Acetonitril. Alternativ kann die 
Reaktion auch in reinem Boratpuffer (pH = 8,4) ohne Zusatz eines organischen 
Lösungsmittels durchgeführt werden. Es folgt die Reaktion 24 h bei 40°C. 
Anschließend wird das Produkt über semipräparative HPLC gereinigt und lyophilisiert. 
In Abbildung 65 ist die Reaktion am Beispiel des Peptids B dargestellt.  
 
 
Abbildung 65: 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition von azidB mit pF-SA. Methode 1 und 2 
unterscheiden sich im verwendeten Lösungsmittel. 
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Die Peptide A,B und D wurden wie oben beschrieben umgesetzt (Tabelle 19). Es 
deutet sich an, dass Boratpuffer (pH = 8,4) ohne Zusatz eines organischen 
Lösungsmittels zu höheren Ausbeuten führt als bei der Umsetzung in einem 
Boratpuffer (pH = 8,4)-Acetonitril Gemisch. Beide Verfahren wurden für die Click-
Reaktion des azidB als auch des azidD angewandt. Als Resultat ergibt sich für 
Methode 2 in beiden Fällen eine signifikante Steigerung der Ausbeute. Der Verlauf der 
Cycloaddition ist im Allgemeinen stark vom Lösungsmittel abhängig. Die Löslichkeit der 
Reaktanden spielt eine Rolle, sowie die Beteiligung der Lösungsmittelmoleküle als 
Liganden bei der Click-Reaktion (vergl. Kapitel 1.3.3, Seite 14).  
 
Tabelle 19: Click-Peptide 
Bezeichnung  
 
Summenformel 
Molmasse 
Masse - 
Ausbeute 
MALDI-TOF 
MS (m/z) 
Reinheit 
pF-SA-azidA-
triazol  
C48H74FN12O17PS2 
M = 1205,0 g/mol 
0,7 mg - 12%* 1206 [M+H]+ 95% 
pF-SA-azidB-
triazol 
C43H67FN11O16PS2 
M = 1107,4 g/mol 
0,4 mg - 24%* 
0,6 mg - 36%** 
1108 [M+H]+ 95% 
pF-SA-azidD-
triazol 
C43H66FN11O13S2 
M = 1027,4 g/mol 
0,8 mg - 56%* 
9,3 mg - 80%** 
1028 [M+H]+ 99% 
* Umsetzung mit einem Boratpuffer (pH = 8,4)-Acetonitril Gemisch im Verhältnis 1:1. 
** Umsetzung mit Boratpuffer (pH = 8,4) ohne Zusatz von Acetonitril. 
 
3.2.2 Peptidmarkierung mit dem bifunktionellen Markierungsbaustein 
p[18F]F-SA 
3.2.2.1 Radiomarkierung phosphorylierter Peptide mit p[18F]F-SA 
Die bereits vorgestellten modifizierten Peptide wurden für die Radiomarkierung mit 
p[18F]F-SA eingesetzt. Die Bedingungen dafür wurden weitestgehend aus 
vorangegangenen, eigenen Arbeiten [81] übernommen. Sie sind in Tabelle 20 
aufgelistet.  
Zunächst wird die Peptidmarkierung mit HPLC-gereinigtem p[18F]F-SA betrachtet. Für 
diese Variante wird Methode 1 (siehe experimenteller Teil; Kapitel 6.9.3; Seite 161) 
verwendet. Durch die HPLC-Reinigung werden Nebenprodukte sowie die 
Markierungsvorstufe eliminiert, die als konkurrierende Alkine für die Cycloaddition 
auftreten. Ausgehend von den Reaktionsbedingungen aus Ramenda et al. [81] 
(mittlere Spalte der Tabelle 20) konnten die optimalen Bedingungen ermittelt werden 
(Variante 1, Tabelle 21, Seite 76).  
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Peptidmarkierung in Abhängigkeit der Reaktionszeit 
(p[18F]F-SA HPLC-gereinigt)
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Tabelle 20: Reaktionsbedingungen für die Peptidmarkierung 
 Literatur  
Ramenda et al. [81] 
Bedingungen 
Masse 
azidfunktionalisiertes Peptid 
1,0 mg (1,0 µmol) 0,3 - 0,4 mg (0,3-0,5 µmol) 
Lösungsmittel Boratpuffer, pH = 8,4 Boratpuffer, pH = 8,4 
Reaktionstemperatur 40°C 40°C 
Reaktionszeit 20 min 10 min 
Katalysatorsystem 0,5 mg (2,0 µmol) 
Kupfersulfat Pentahydrat  
6,0 mg (30,0 µmol) 
Natriumascorbat 
0,3 mg (1,2 µmol) 
Kupfersulfat Pentahydrat  
2,4 mg (12,0 µmol) 
Natriumascorbat 
radioaktiver Baustein 4-[18F]Fluor-N-(prop-2-
inyl)benzamid 
p[18F]F-SA 
 
Optimierung der Reaktionszeit 
Zunächst wurde die Reaktionszeit optimiert. Dabei konnte die Zeit auf 10 min reduziert 
werden (Abbildung 66). Zwar steigt der Umsatz von p[18F]F-SA auch nach 10 min, 
jedoch wird das Produkt zersetzt und es bildet sich ein vermutlich peptidisches 
Nebenprodukt geringerer Retentionszeit.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 66: Optimierung der Reaktionszeit der Peptidmarkierung am Beispiel der 
Markierung des azidB; Konstante Bedingungen: 0,4 mg Markierungsvorstufe azidB, 300 µl 
Boratpuffer (pH = 8,4), 0,3 mg Kupfersulfat, 2,4 mg Natriumascorbat, 40°C 
 
Dieses kann über semipräparative HPLC abgetrennt werden, jedoch vermindert sich 
durch die Bildung des peptidischen Nebenprodukts der Anteil an radiomarkiertem 
Peptid im Reaktionsgemisch. Bei Reaktionszeiten unterhalb 10 min sind der Umsatz an 
p[18F]F-SA und die Bildung des Produkts deutlich verringert. Das 
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Radiochromatogramm (analytische HPLC) des Reaktionsgemischs nach 10 min 
Reaktionszeit findet sich in Abbildung 67. Die Bildung von Nebenprodukten ist bereits 
zu erkennen, weshalb auf eine längere Reaktionszeit verzichtet wird. Das peptidische 
Produkt wird mit Hilfe der Coinjektion der Referenzsubstanz identifiziert. Die 
Retentionszeit von pF-SA-azidB-triazol beträgt tR = 4,8 min (analytische HPLC). 
 
 
 
 
 p[18F]F-SA-azidB-triazol 
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Abbildung 67: Radiochromatogramm des Reaktionsgemischs der Markierung von azidB; 
Konstante Bedingungen: 0,4 mg Markierungsvorstufe, 300 µl Boratpuffer (pH = 8,4), 0,3 mg 
Kupfersulfat, 2,4 mg Natriumascorbat, 40°C, 10 min 
 
An dieser Stelle bestand die Vermutung, dass sich p[18F]F-SA aufgrund seiner 
Basenlabilität im leicht basischen Reaktionsmilieu (pH = 8 - 9) zersetzt. Daher wurde 
die Stabilität des bifunktionellen Markierungsbausteins im Reaktionsmedium getestet. 
Dazu wird das gereinigte und im Stickstoffstrom eingeengte p[18F]F-SA in 100 µl 
Boratpuffer (pH = 8,4) gelöst und die Lösung nach zwei Stunden Reaktionszeit bei 
Raumtemperatur erneut durch analytische HPLC untersucht. Die radiochemische 
Reinheit beträgt >90%. Es haben sich die bereits bekannten Zersetzungsprodukte 
gebildet, jedoch nur zu einem sehr geringen Anteil (<5%). Des Weiteren erfolgte das 
Belassen des p[18F]F-SA im Reaktionsgemisch ohne die Zugabe von Peptid. Dazu 
wird das eingeengte Alkin-Derivat in 100 µl Boratpuffer gelöst. Es werden 0,6 mg 
Kupfersulfat und 2,7 mg Natriumascorbat zugegeben und das Gemisch 10 bzw. 20 min 
bei 40°C belassen. Der pH-Wert des Gemisches beträg t dabei pH = 8 - 9. Die 
radiochemische Reinheit von p[18F]F-SA vor dem Einengen beträgt >99%. Nach 
10 min Reaktion beträgt sie noch 90% und nach 20 min 89%. Die Verringerung der 
Reinheit basiert vermutlich auf dem Prozess des Einengens, da während weiterer 
10 min Reaktion keine Verschlechterung mehr beobachtet werden kann. Das Alkin-
Derivat p[18F]F-SA kann damit während der zehnminütigen Markierung als stabil 
betrachtet werden.  
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Produktbildung in Abhängigkeit der Peptidmasse
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Optimierung der Masse der Markierungsvorstufe 
Eine weitere Optimierung erfolgte nach der Masse an eingesetztem, 
azidfunktionalisierten Peptid azidB. Es wird beobachtet (Abbildung 68), dass bereits 
bei Einsatz von 0,1 mg nur noch 30% des Alkin-Derivats im Reaktionsgemisch 
vorliegen. Bei 0,3 mg des Peptids ist der Umsatz des p[18F]F-SA vollständig und 75% 
des prozentuellen Anteils im Radiochromatogramm entsprechen dem markierten 
Peptid. Ein ähnliches Ergebnis wird für 0,4 mg des Peptids erzielt. Mit den 
Bedingungen, wie in der rechten Spalte in Tabelle 20 (Seite 72) dargestellt, kann eine 
radiochemische Ausbeute von 29 ± 3% erzielt werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 68: Optimierung der Masse des Peptids am Beispiel der Markierung des azidB; 
Konstante Bedingungen: 10 min, 300 µl Boratpuffer (pH = 8,4), 0,3 mg Kupfersulfat, 2,4 mg 
Natriumascorbat, 40°C 
 
Optimierung des Katalysatorsystems 
Eine weitere Optimierungsmöglichkeit der Markierung bietet das Katalysatorsystem. 
Das bekannte System basiert auf einem Gemisch aus 0,3 mg (1,2 µmol) Kupfersulfat 
Pentahydrat und 2,4 mg (12,0 µmol) Natriumascorbat, gelöst in Boratpuffer (pH = 8,4). 
Alternativen sind die Katalyse durch CuBr und TBTA (Variante 2) oder der Einsatz 
einer anderen katalytischen Spezies, einem Ruthenium-Komplex, wie er durch Zhang 
et al. [46] beschrieben ist (Variante 3). Als Komplex in der Form Cp*RuCl(PPh3)2 führt 
die Katalyse zum 1,5-disubstituierten Triazol als einzigem Regioisomer. Die Reaktion 
ist jedoch besser für aprotische organische Lösungsmittel, wie Benzol oder THF, 
geeignet. Im eigenen Versuch stellt sich diese Reaktion als ungeeignet heraus. Es 
erfolgt kein Umsatz. Das ist vermutlich auf die Verwendung von Boratpuffer als stark 
protisches Lösungsmittel zurückzuführen. Der Einsatz von Kupfer(I)-Ionen mit TBTA 
Masse Anteil  
Peptid Produkt Edukt 
in mg  in %  in % 
0,1 49 30 
0,2 64 11 
0,3 73 1 
0,4 77 1 
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Radiochromatogramm des Reaktionsgemischs zur 
Peptidmarkierung mit HPLC-gereinigtem p[18F]F-SA
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als Komplexbildner führt zum gewünschten Produkt. Eine detailliertere Beschreibung 
dieses Komplexes findet sich im Kapitel 3.3.2 (Seite 96). Dabei werden 0,2 mg 
Kupfer(I)-bromid, 0,4 mg TBTA und 0,4 mg Peptid in einem Gemisch aus 10 µl 
Dimethylsulfoxid und 90 µl Boratpuffer (pH = 8,4) zusammen mit p[18F]F-SA für 10 min 
zur Reaktion gebracht. Das Reaktionsgemisch enthält 89% gewünschtes Produkt. 9% 
können dem verbleibenden Edukt zugeordnet werden.  
Die Reaktion kann außerdem in Phosphatpuffer (PBS, pH = 7,5) statt Boratpuffer 
(pH = 8,4) durchgeführt werden (Variante 4). Die Reaktionszeit beträgt 20 min bei einer 
Temperatur von 40°C. Es werden 0,8 mg Kupfersulfat Pentahydrat und 3,4 mg 
Natriumascorbat eingesetzt. Man erhält das Produkt mit einer radiochemischen 
Ausbeute von 33% in Bezug auf eingesetztes p[18F]F-SA. Damit eignet sich 
Phosphatpuffer (PBS, pH = 7,5) ebenso gut wie Boratpuffer (pH = 8,4) für die 
18F-Markierung des Peptides. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 p[18F]F-SA-azidB-triazol 
 
 
 
 
 
 
 
 p[18F]F-SA 
 
 
 
 
 
Abbildung 69: Radiochromatogramm (semipräparative HPLC) des Reaktionsgemisches zur 
18F-Markierung des Peptides azidB mit HPLC-gereinigtem p[18F]F-SA 
 
Das markierte Peptid wird durch semipräparative HPLC gereinigt. Das 
Radiochromatogramm zu Variante 1 ist in Abbildung 69 zu sehen. Auch hier ist deutlich 
zu erkennen, dass nach 10 min Reaktionszeit bei 40°C kaum noch Edukt p[18F]F-SA 
im Reaktionsgemisch enthalten ist. Das Alkin-Derivat wurde fast vollständig in das 
gewünschte Produkt überführt. In Abbildung 70 ist das entsprechende 
UV-Chromatogramm abgebildet. Im Bereich des Peptides befindet sich ein Peak mit 
einer Retentionszeit von tR = 11,5 min, bei dem es sich um die entsprechende 
nicht-radioaktive Substanz handelt. Die gewünschte Substanz wurde isoliert und das 
Elutionsmittel (MeCN, Wasser) am Rotationsverdampfer entfernt. Dabei kam es jedoch 
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UV-Chromatogramm des Reaktionsgemischs zur 
Peptidmarkierung mit HPLC-gereinigtem p[18F]F-SA
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zur teilweisen Zersetzung des Produkts. Alternativ wurde das Peptid über 
Festphasenextraktion gereinigt. Eine C18-Kartusche hält das Produkt zurück. Die 
Elution erfolgt dann mit 2 ml Ethanol. Ethanol wird ebenfalls am Rotationsverdampfer 
entfernt, wobei das Produkt weitestgehend stabil bleibt und mit einer radiochemischen 
Reinheit >90% erhalten werden kann.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Nicht-radioaktives 
 Peptid 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 70: UV-Chromatogramm (semipräparative HPLC) des Reaktionsgemischs zur 
18F-Markierung des Peptides azidB mit HPLC-gereinigtem p[18F]F-SA 
 
In Tabelle 21 ist eine Zusammenfassung der Ergebnisse aufgeführt.  
 
Tabelle 21: Ergebnisse für die Markierung von azidB nach Variante 1; Die Werte beziehen sich 
auf das Eluat nach Reinigung über HPLC und SPE. 
 
Variante 1 
Lösungsmittel Boratpuffer (pH = 8,4) 
Reaktionszeit 10 min 
Katalysator CuSO4 / Natriumascorbat 
Aktivität p[18F]F-SA 100 - 600 MBq 
Masse Peptid-MV 0,3-0,4 mg 
Aktivität Peptid (Eluat SPE) 20 – 200 MBq (nicht zerfallskorrigiert) 
Synthesezeit 45 min 
RCR 97% 
RCA 29 ± 3% 
Anzahl der Versuche n = 4 
 
Die dargestellten Werte der Aktivität des Produkts, radiochemische Reinheit und 
radiochemische Ausbeute beziehen sich dabei auf das durch semipräparative HPLC 
und anschließender Festphasenextraktion gereinigte Peptid. Die radiochemische 
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Radiochromatogramm der Reaktionsgemischs zur 
Peptidmarkierung mit SPE-gereinigtem p[18F]F-SA
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Ausbeute (RCA) bezieht sich dabei auf das eingesetzte p[18F]F-SA. Wird die Ausbeute 
auf eingesetztes [18F]F- bezogen, erhält man Werte im Bereich von 3 - 5%. Ursache für 
die geringe Gesamtausbeute ist der Verlust an Verbindung beim Überführen des 
p[18F]F-SA ins Reaktionsgemisch zur Peptidmarkierung. 
 
Untersuchung der Reinigung mittels Festphasenextraktion 
Des Weiteren wurde untersucht, ob es ausreichend ist, durch Festphasenextraktion 
gereinigtes p[18F]F-SA zu verwenden. Für die Versuche wurde mit Acetonitril als 
Lösungsmittel synthetisiertes p[18F]F-SA eingesetzt. Zunächst muss die Reinheit 
dieser Verbindung betrachtet werden. Die Reinigung wurde bereits im Kapitel 3.1.3 
(Seite 38, Synthese des Markierungsbausteins p[18F]F-SA) beschrieben. [18F]Fluorid, 
die Markierungsvorstufe und die Verunreinigung können abgetrennt werden, da sie 
unter den Reinigungsbedingungen als ionische Verbindung vorliegen und daher nicht 
mit der C18-Phase der Reinigungskartusche wechselwirken. Zwei 
Hauptverunreinigungen treten auf. Das radioaktive Zersetzungsprodukt 2 kann nicht 
abgetrennt werden. Da es nicht identifiziert wurde, ist nicht geklärt, ob eine 
Alkinfunktion im Molekül vorliegt. Die zweite vermeintlich störende Verunreinigung ist 
das Dimethylamin-Derivat 5, dass während der 18F-Markierung zu p[18F]F-SA aus der 
Trimethylammonium-Markierungsvorstufe 6 durch Demethylierung entsteht. Auch eine 
Behandlung der Kartusche mit 20 ml 2 M HCl ermöglicht keine vollständige 
Protonierung und Abtrennung. Dieses Nebenprodukt trägt eine Alkingruppe und tritt 
während der Cycloaddition in direkte Konkurrenz zum p[18F]F-SA.  
 
 
 
 
 
 
 
 Zersetzungsprodukt 2 
 des p[18F]F-SA 
 
 p[18F]F-SA-azidB- 
 triazol 
 
 
 
 p[18F]F-SA 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 71: Radiochromatogramm des Reaktionsgemischs zur 18F-Markierung von azidB; 
Das p[18F]F-SA wird dabei SPE-gereinigt eingesetzt. 
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UV-Chromatogramm des Reaktionsgemischs zur 
Peptidmarkierung mit SPE-gereinigtem p[18F]F-SA
0
200
400
600
800
1000
1200
0 500 1000 1500 2000 2500
Zeit t in s
UV
-
A
bs
o
rp
tio
n
In Abbildung 71 ist das Radiochromatogramm des Reaktionsgemisches dargestellt, wie 
es bei der Trennung durch semipräparative HPLC aufgezeichnet wird. Es sind drei 
Hauptpeaks zu erkennen, die dem markierten Peptid (p[18F]F-SA-azidB-triazol, 
tR = 11,3 min, 20%), dem Zersetzungsprodukt 2 des p[18F]F-SA (tR = 14,3 min, 58%) 
und dem p[18F]F-SA (tR = 28,2 min, 20%) zugeordnet werden können. Es entspricht 
keiner dieser Peaks einem Produkt aus Peptid azidB und dem Zersetzungsprodukt 2. 
Es wird daher angenommen, dass das Zersetzungsprodukt 2 keine Alkinfunktion trägt 
und so die Reaktion nicht beeinträchtigt. Betrachtet man den Umsatz an p[18F]F-SA ist 
auffällig, dass das Alkin-Derivat in 20 min Reaktionszeit bei 40°C nur zu 50% 
umgesetzt wurde. In Abbildung 72 ist das UV-Chromatogramm des Reaktionsgemischs 
dargestellt. Auffällig ist Peak 3, der mit einer Retentionszeit von 11,5 min nahe dem 
markierten Peptid eluiert wird. Möglicherweise handelt es sich hier um das 
Dimethylamin-Derivat 5 gekoppelt mit Peptid. Da aber keine entsprechende 
Refernzsubstanz synthetisiert wurde, ist ein endgültiger Nachweis nicht möglich.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Peak 3 
 
 
 
 
 
 
 Dimethylamin-Derivat 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 72: UV-Chromatogramm des Reaktionsgemischs zur 18F-Markierung von azidB; 
Das p[18F]F-SA wird dabei SPE-gereinigt eingesetzt. 
 
Vergleicht man die Umsetzung von HPLC-gereinigtem und SPE-gereinigtem 
p[18F]F-SA ist selbst eine Verdopplung der Reaktionszeit für das SPE-gereinigte 
p[18F]F-SA nicht ausreichend, um einen identischen Umsatz zu erreichen. Des 
Weiteren entsteht vermutlich ein Nebenprodukt, basierend auf dem in einer 
Nebenreaktion bei der Markierung von p[18F]F-SA entstehenden Dimethylamin-Derivat 
5, dass eine ähnliche Retentionszeit wie das Produkt besitzt und damit nur schwer 
abgetrennt werden kann. Die Bildung kann als Konkurrenzreaktion zur eigentlichen 
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Produktbildung betrachtet werden, da bei beiden das azidfunktionalisierte Peptid als 
Reaktionspartner eingesetzt wird. Dadurch erklärt sich der verringerte Umsatz, auch 
bei Erhöhung der Reaktionszeit um das Doppelte. Es wird daher bevorzugt 
HPLC-gereinigtes p[18F]F-SA für die Markierung von Peptiden, als auch Proteinen und 
Oligonukleotiden verwendet.  
 
Stabilität von p[18F]F-SA-markierten Peptiden 
Die Stabilität des markierten Peptids (p[18F]F-SA-azidB-triazol) in Ethanol und 
Phosphatpuffer (PBS, pH = 7,5) wurde getestet. Das Peptid bleibt dabei in beiden 
Lösungsmitteln stabil. Ausgehend von einer Lösung mit einer radiochemischen 
Reinheit von ca. 90% verringert sich diese nur unwesentlich um maximal 5% 
(Abbildung 73). Die Verbindung wurde dabei bis zu zwei Stunden im Lösungsmittel 
belassen.  
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Abbildung 73: Untersuchung der Stabilität von p[18F]F-SA-azidB-triazol in 200 µl Ethanol und 
200 µl Phosphatpuffer (PBS, pH = 7,5) bei Raumtemperatur 
 
3.2.2.2 Radiomarkierung unphosphorylierter Peptide mit p[18F]F-SA 
Die Ergebnisse, die für die Markierung des azidfunktionalisierten Phosphopeptids 
azidB erhalten wurden, können auf die Markierung des nichtphosphorylierten Peptides 
azidD übertragen werden. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse findet sich in 
Tabelle 22. 
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Tabelle 22: Ergebnisse für die Markierung von azidD (vergl. Tabelle 18, Seite 69) nach 
Variante 1; Die Werte beziehen sich auf das Eluat nach Reinigung über HPLC und SPE. 
 
Variante 1 
Lösungsmittel Boratpuffer (pH = 8,4) 
Reaktionszeit 10 min 
Katalysator CuSO4 / Natriumascorbat 
Aktivität p[18F]F-SA 480 / 1090 MBq 
Masse Peptid-MV 0,3 - 0,4 mg 
Aktivität Peptid (Eluat SPE) 90 / 330 MBq (nicht 
zerfallskorrigiert) 
Synthesezeit 45 min 
RCR 97% / 97% 
RCA 28 / 40% 
Anzahl der Versuche 2 
 
In Abbildung 74 ist das Radiochromatogramm der analytischen HPLC des 
18F-markierten Peptids p[18F]F-SA-azidD-triazol nach semipräparativer HPLC und 
SPE dargestellt. Das Produkt liegt im Eluat mit einer radiochemischen Reinheit von 
97% vor.  
 
 
 
 
 p[18F]F-SA-azidD-triazol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 74: Radiochromatogramm der analytischen HPLC des 18F-markierten Peptids 
p[18F]F-SA-azidD-triazol nach semipräparativer HPLC und SPE 
 
3.2.2.3 Untersuchungen der radiomarkierten Peptide in Zellaufnahmen 
Für beide Peptide wurden Untersuchungen zu Zellaufnahmen durch die Zelllinien FaDu 
und HT-29 durchgeführt. Eine Zellaufnahme ist erforderlich, da sich das biologische 
Target, die Plk1, im Kern der Zelle befindet. 
FaDu ist eine Zelllinie, die aus Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen stammt und HT-29 
ist eine Zelllinie, die aus einem Kolon-Adenokarzinom entwickelt wurde. In  
Abbildung 75 ist das Ergebnis der Zellaufnahme durch FaDu-Zellen dargestellt. Die 
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Zellen wurden den Substanzen bei Temperaturen von 4°C und 37°C für jeweils 30, 60 
bzw. 120 min inkubiert. Für beide Substanzen erhält man eine Zellaufnahme <1%. Es 
findet demnach keine Zellaufnahme statt. 
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Abbildung 75: Untersuchung der Zellaufnahme des radiomarkierten, phosphorylierten Peptides 
B (p[18F]F-SA-azidB-triazol, vergl. Tabelle 19, Seite 69) und des radiomarkierten, 
nichtphosphorylierten Peptides D (p[18F]F-SA-azidD-triazol, vergl. Tabelle 19, Seite 69) in 
FaDu-Zellen 
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Abbildung 76: Untersuchung der Zellaufnahme des radiomarkierten, phosphorylierten Peptides 
B (p[18F]F-SA-azidB-triazol, vergl. Tabelle 19, Seite 69) und des radiomarkierten, 
nichtphosphorylierten Peptides D (p[18F]F-SA-azidD-triazol, vergl. Tabelle 19, Seite 69) in HT-
29-Zellen 
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Ähnliche Untersuchungen wurden an der Zelllinie HT-29 durchgeführt (Abbildung 76). 
Auch hier erhält man für beide Substanzen eine Zellaufnahme <1%. Es findet ebenfalls 
keine Zellaufnahme statt. 
Eine Erklärung liegt in der Struktur der Verbindung. Es handelt sich um modifizierte 
Peptide, die durch ihre Polarität und Ladung nicht einfach durch die Zellmembran 
diffundieren können. Auch einen aktiven Transporter gibt es anscheinend nicht.  
Viele Untersuchungen zu 18F-markierten Peptiden befassen sich mit der 
Wechselwirkung dieser Verbindungen mit Rezeptoren [10, 15]. Diese befinden sich 
häufig auf der Zelloberfläche. Es besteht keine Notwendigkeit für die Aufnahme dieser 
Peptide in eine Zelle. Für die Phosphopeptide wird jedoch eine Transportmöglichkeit 
für die Aufnahme in die Zelle benötigt, um ihr Ziel, die Plk1, zu erreichen. Ein solcher 
Ansatz wurde ebenfalls mit Hilfe der Click-Chemie und in Kooperation mit Susan 
Richter untersucht (Richter, Dissertation FZD, 2010).  
Dabei wurde das phosphorylierte Peptid durch die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition mit 
einem Neurotensin(8-13)-Derivat gekuppelt (alkinNT-azidB-triazol) und zunächst die 
Bindungsaffinität an den Neurotensinrezeptor getestet. Neurotensin(8-13) stellt den 
C-terminalen Abschnitt des Neuromodulators Neurotensin (Tridecapeptid, 
H-ELYENLPRRPYIL-OH) dar [126]. Das Hexapeptid NT(8-13) ist die kleinste, an den 
Neurotensinrezeptor bindende Einheit.  
Ziel der Bindung des Phosphopeptids an Neurotensin(8-13) ist dabei die Aufnahme 
des Rezeptors mit dem gebundenen Liganden in die Zelle. Jedoch scheitert dieser 
Ansatz aufgrund eines zu hohen IC50-Wertes von 8,3 µM für das phosphorylierte 
Peptidkonjugat. Verwendet man das nichtphosphorylierte Peptid erhält man einen Wert 
von 0,2 µM.  
Dieser Unterschied erklärt sich vermutlich durch Wechselwirkungen zwischen den 
positiv geladenen Argininresten des Neurotensins(8-13) und dem negativ geladenen 
Phosphatrest, welche die Bindung des Neurotensins(8-13) an den Rezeptor behindert.  
 
3.2.3 Vergleich der Markierungsmethode 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition 
von Alkin-Derivaten und Azid-Derivaten mit der Markierung durch 
Succinimidyl-p-[18F]fluorbenzoat ([18F]SFB) 
Die Click-Chemie, speziell die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition von Alkin-Derivaten und 
Azid-Derivaten, kann für die Markierung von biologisch relevanten Molekülen 
verwendet werden. Wie in der Einleitung beschrieben, gibt es bereits einige 
Reaktionen zur 18F-Markierung, die die Kupplung des 18F mit Hilfe der prosthetischen 
Gruppen nutzen. Um das Potential der Cycloaddition einschätzen zu können, soll an 
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dieser Stelle ein Vergleich mit der häufig angewandten Markierung mit [18F]SFB erstellt 
werden. Als Beispiel soll die Markierung von Phosphopeptiden beschrieben werden. 
Sowohl das phosphorylierte als auch das unphosphorylierte Peptid wurde durch 
Richter et al. mit [18F]SFB umgesetzt [112]. Der Vergleich soll einerseits allgemeine 
Aspekte und Unterschiede der Reaktionen umfassen, als auch die Synthese der 
bifunktionellen Markierungsbausteine, die Markierungsreaktion des biologisch 
relevanten Moleküls und die Eigenschaften der markierten Verbindung.  
 
Vergleich der Radiomarkierung phosphorylierter und unphosphorylierter Peptide 
mit p[18F]F-SA mit der Radiomarkierung durch Succinimidyl-p-[18F]fluorbenzoat 
([18F]SFB) 
Die verschiedenen bifunktionellen Markierungsbausteine und die entsprechenden 
Reaktionen, mit denen bereits Markierungen von biologisch relevanten Molekülen 
vorgenommen wurden (Kapitel 1.2.2, Seite 6) haben Vor- und Nachteile. Ein 
wesentlicher Unterschied der hier vorgestellten und untersuchten Cycloaddition ist die 
Reaktion von zwei funktionellen Gruppen, die im biologisch relevanten Molekül für 
gewöhnlich nicht präsent sind und die nicht mit anderen funktionellen Gruppen 
reagieren. Eine Reaktion erfolgt damit sehr spezifisch an definierter Stelle. Diesen 
Aspekt bezeichnet man als Bioorthogonalität, wie sie durch Prescher und Bertozzi 
(2005) [37] im Rahmen der Betrachtung der Staudinger Ligation beschrieben wurde. 
Dafür ist es jedoch notwendig, eine der beteiligten funktionellen Gruppen in das 
biologisch relevante Molekül einzubringen. Diese Vorgehensweise soll mit der 
etablierten Methode einer Acylierungsreaktion unter Verwendung des Aktivesters 
[18F]SFB verglichen werden. Die Markierungsreaktion mit [18F]SFB ist in Abbildung 77 
dargestellt.  
 
 
 
Abbildung 77: 18F-Markierung von Peptiden mit [18F]SFB am N-Terminus 
 
Der Baustein besitzt eine Carboxylfunktion, die durch Succinimid in Form eines 
Aktivesters aktiviert vorliegt. Die Synthese von bifunktionellen Markierungsbausteinen, 
die auf N-Hydroxysuccinimid-Estern beruhen, müssen in mehreren Schritten erfolgen 
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(Dreistufensynthese für [18F]SFB), da der Ester unter den stark basischen 
Bedingungen, die durch die [18F]Fluorierung erforderlich sind, hydrolysiert wird. Die 
Reaktion des Aktivesters erfolgt mit freien Aminogruppen des biologisch relevanten 
Moleküls. Dabei kann es sich um das N-terminale Ende des Peptides oder freie 
ε-Aminogruppen von Lysinresten als auch Argininresten handeln. Diese Aminogruppen 
liegen ab einem bestimmten pH-Wert protoniert vor (pKs(Seitenkette) = 10,53 für die 
freie Aminosäure Lysin und pKs(Seitenkette) = 12,48 für die Guanidingruppe in der 
freien Aminosäure Arginin [127]) und stehen dann nicht mehr für die Reaktion zur 
Verfügung. Aus diesem Grund ist die Markierungsreaktion pH-Wert-abhängig. Die 
Markierung der Aminogruppen ist jedoch in einigen Fällen nicht erwünscht, wenn z. B. 
die entsprechende Gruppe biologisch aktiv ist. Hier wird teilweise die pH-abhängige 
Verfügbarkeit der Gruppen ausgenutzt, indem ein Reaktionsmedium mit 
entsprechendem pH-Wert gewählt wird. Jedoch wird [18F]SFB auch als instabil 
beschrieben [128]. Die Verwendung eines Boratpuffers (50 mM, pH = 8,5) für die 
Reaktion führt innerhalb von 15 min zur vollständigen Zersetzung von [18F]SFB. Li 
et al. umgehen das Problem, indem die Konzentration des Puffers verringert und die 
Konzentration der zu markierenden biologisch relevanten Substanz erhöht wird.  
Die für die Markierung mit [18F]SFB benötigte Peptidmarkierungsvorstufe wird am 
Peptidsynthesizer hergestellt. Es handelt sich dabei um das phosphorylierte 
Hexapeptid der Sequenz H-MQSpTPL-OH und das nichtphosphorylierte Analogon. Es 
ist keine Modifikation notwendig, da die Aminogruppe am N-terminalen Ende markiert 
wird. Die Reaktion ist in Abbildung 77 dargestellt.  
Das Referenzpeptid wird ebenfalls am Peptidsynthesizer hergestellt. Im letzten 
Kupplungsschritt wird p-Fluorbenzoesäure mit den identischen Kupplungsreagenzien 
zur Aktivierung angefügt. Eine Zusammenstellung der Ergebnisse für die Markierung 
der Peptide mit [18F]SFB ist in Tabelle 23 aufgeführt. Gleichzeitig sind die Ergebnisse 
der Markierung mit p[18F]F-SA aufgelistet, um einen direkten Vergleich zu 
ermöglichen.  
 
Die Einschätzung der Eignung der 1,3-dipolaren Cycloaddition wird hier im 
Zusammenhang mit dem verwendeten Baustein p[18F]F-SA getroffen. Wie bereits in 
der Einleitung beschrieben, sind andere bifunktionelle Markierungsbausteine für die 
Cycloaddition literaturbekannt. Diese beruhen auf anderen Strukturen und besitzen 
damit andere Eigenschaften und unterscheiden sich deutlich in ihrer Herstellung. Ein 
entsprechender Vergleich wurde bereits im Kapitel 3.1.5 (Seite 58) vorgenommen. 
Als erstes werden die beiden Bausteine p[18F]F-SA und [18F]SFB verglichen.  
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• Beide Bausteine basieren auf aromatischen Verbindungen, die durch 
elektronenziehende Gruppen in para-Position aktiviert und so für eine nucleophile 
Substitution zugänglich gemacht werden. Das [18F]F-Atom im Molekül ist aromatisch 
gebunden und damit stabil im Vergleich zur aliphatischen Bindung [101]. Die Synthese 
beider Markierungsvorstufen erfolgt an einem vollautomatisierten Synthesemodul (GE). 
Für die Synthese von [18F]SFB wird ein Modul mit zwei Reaktionsgefäßen benötigt, da 
es sich um eine Dreistufensynthese handelt. Damit ist die Reaktion erheblich 
aufwendiger als die Einstufensynthese zur Herstellung von p[18F]F-SA. 
 
Tabelle 23: Vergleich der bifunktionellen Markierungsbausteine [18F]SFB [112, 129] und 
p[18F]F-SA und ihr Anwendung zur Markierung des Phosphopeptids H-MQSpTPL-OH 
 
bifunktioneller 
Markierungsbaustein 
[18F]SFB (n = 12) p[18F]F-SA (n = 11) 
Synthese 3 Stufen 1 Stufe 
Ausgangsakt. [18F]F- 12 - 16 GBq 12 - 16 GBq 
RCA  34 - 38% 27 - 40% 
RCR  93 - 96% >99%  
Reinigung  SPE HPLC 
Synthesezeit  70 min 80 min 
spez. Akt.  35 - 40 GBq/µmol 120 - 570 GBq/µmol 
Lipophilie (logD pH = 7,4) 1,7 1,7 
Peptid  H-MQSpTPL-OH H-MQSpTPL-OH  
azidfunktionalisiert 
eingesetzte Aktivität 1000 - 2000 MBq 100 - 600 MBq 
Masse Peptid-MV 0,5 - 0,7 mg 0,3 - 0,4 mg 
Lösungsmittel  Phosphatpuffer (pH = 9,0) + 
Acetonitril, Reaktion bei 
anderem pH-Wert weniger 
erfolgreich 
Boratpuffer (pH = 8,4)  
(Phosphatpuffer 
(pH = 7,5) auch möglich) 
Reaktionszeit 30 min 10 min 
Temperatur 40°C 40°C 
Reinigung HPLC HPLC + SPE 
RCA 25-28% 29 ± 3% (HPLC) 
RCR >97% >97% 
Synthesezeit (total) 140 - 170 min 130 min 
Zellaufnahmen <1% <1% 
 
• Die radiochemischen Ausbeuten liegen für beide Moleküle in einem ähnlichen 
Bereich, wobei die Ausbeuten für das Alkin-Derivat nur unwesentlich mehr schwanken. 
Der Vorteil von p[18F]F-SA ist die Herstellung in einer Einstufensynthese mit hoher 
spezifischer Aktivität und einer sehr hohen radiochemischen Reinheit, die durch 
HPLC-Reinigung gewährleistet wird.  
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• Die radiochemische Reinheit von [18F]SFB liegt im Bereich von 93-96% und 
wird durch Reinigung mittels Festphasenextraktion erzielt. Durch eine Reinigung über 
HPLC kann eine radiochemische Reinheit von über 99% erreicht werden. Die 
Reinigung über SPE verkürzt die Synthesezeit um einige Minuten. Bei Reinigung mit 
HPLC ist die chemische Reinheit meist höher als bei Reinigung mit SPE, da 
Verbindungen mit dem gewünschten Produkt ähnlicher Lipophilie über SPE nur schwer 
abgetrennt werden können. Radiochemische und chemische Reinheit haben einen 
Einfluss auf die weiteren Markierungsreaktionen, für die die bifunktionellen 
Markierungsbausteine eingesetzt werden sollen. Es wird eine möglichst hohe 
chemische und radiochemische Reinheit angestrebt. 
• Für die Markierung des Peptids werden Massen in der gleichen Größenordnung 
eingesetzt.  
• Als Lösungsmittel dient für die Markierung mit [18F]SFB ein Gemisch aus 
Phosphatpuffer (pH = 9) und Acetonitril. Die Verwendung von Boratpuffern nach 
Kolthoff [130] (pH = 7,6 und pH = 8,4) führten zu schlechteren Ausbeuten, die 
möglicherweise mit der Zersetzung von [18F]SFB, wie durch Li et al. [128] beschrieben, 
einhergehen. Für die Markierung mit p[18F]F-SA kann sowohl Boratpuffer (pH = 8,4) 
als auch Phosphatpuffer (PBS, pH = 7,5) verwendet werden. Dabei wird auf ein 
organisches Lösungsmittel verzichtet. Beide Reaktionen werden bei 40°C durchgeführt 
und sind damit für Moleküle geeignet, die oberhalb dieser Temperatur nicht stabil sind.  
• Die Reaktionszeit erfordert für die Markierung mit [18F]SFB die dreifache Zeit, 
im Vergleich zur Markierung mit p[18F]F-SA. Ursache könnte die höhere 
Geschwindigkeit der Cycloaddition sein, die aufgrund der Katalyse durch Kupfer(I)-
Ionen entsteht.  
• Die unterschiedliche Reinheit der Verbindungen könnte ebenfalls eine Rolle 
spielen. Wird p[18F]F-SA SPE-gereinigt für die Reaktion eingesetzt, benötigt man die 
doppelte Reaktionszeit, um 50% Umsatz zu erreichen. Beide Reaktionsansätze zur 
Peptidmarkierung werden über semipräparative HPLC gereinigt, um vor allem das 
verbleibende Peptid abzutrennen, das als Markierungsvorstufe diente. Die 
radiochemische Reinheit ist in dem Fall identisch. Sie hängt von der Stabilität der zu 
markierenden Verbindung ab, von der Stabilität der prosthetischen Gruppe und der 
entstandenen Bindung.  
• Ein weiterer Punkt ist die Katalyse der Reaktion durch Kupfer(I)-Ionen. Diese 
sind in höherer Konzentration cytotoxisch. Folglich ist eine Abtrennung vor in vivo-
Anwendungen notwendig. 
• Das gebildete Triazol hat ähnliche Eigenschaften wie eine Peptidbindung [31]. 
Diese Aspekte wurden bereits in der Einleitung diskutiert. Es ergibt sich der Vorteil, 
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dass das Triazol im Gegensatz zur Peptidbindung nicht durch Peptidasen gespalten 
werden kann und damit in vivo vermutlich eine höhere Stabilität aufweist.  
Letztendlich handelt es sich bei der Radiomarkierung mit [18F]SFB um einen effizienten 
und viel genutzten Ansatz zur Synthese von radiomarkierten Peptiden. Jedoch stellt 
p[18F]F-SA  eine hervorragende Alternative dar. Die Markierung mit p[18F]F-SA kann 
beispielsweise genutzt werden, wenn das zu markierende Peptid 
Markierungsbedingungen erfordert, die durch [18F]SFB-Markierung nicht realisiert 
werden können.  
 
3.3 Radiomarkierung von Proteinen, speziell von HSA als 
Modellsubstanz 
Zahlreiche Peptide wurden bereits mit Hilfe der kupferkatalysierten 1,3-dipolaren 
[3+2]Cycloaddition mit 18F radiomarkiert [80, 81, 86]. Es stellt sich die Frage, ob diese 
Methode auf Proteine anwendbar ist. Zu diesem Zweck wurde eine Modellsubstanz, 
das Human Serum Albumin (HSA), gewählt. Dieses Molekül wurde in zahlreichen 
Arbeiten charakterisiert [131-133]. Es wird in der Leber produziert und kommt im 
Blutplasma vor. Seine Funktion ist die Kontrolle des osmotischen Drucks im Blut und 
der Transport von Molekülen, wie langkettigen, nicht veresterten Fettsäuren. Es 
werden weitere Moleküle gebunden und transportiert, wie Bilirubin, steroidale 
Hormone, Thyroxin, Tryptophan, sowie verschiedene Vitamine und Metallionen [134, 
135].  
Das Protein setzt sich in seiner Primärstruktur aus 585 Aminosäuren zusammen. 
Darunter befinden sich 59 Lysinreste [132], die potentiell an ihrer ε-Aminogruppe 
funktionalisiert werden können. Außerdem können Modifizierungen am N-Terminus 
vorgenommen werden. HSA besitzt einen hohen helikalen Anteil in seiner 3D-Struktur 
sowie 35 Cysteine, die 17 Disulfidbrücken ausbilden [131].  
Bekannte Möglichkeiten zur 18F-Markierung von Proteinen wurden bereits in der 
Einleitung dargestellt. Auf Vor- und Nachteile wird im Kapitel 3.3.2 (Seite 96) zur 
radioaktiven Markierung eingegangen. 
 
3.3.1 Funktionalisierung von HSA mit 5-Azid-valerat 
Die 18F-Markierung von Proteinen über die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition erfordert die 
Funktionalisierung des Proteins mit Azid- bzw. Alkinresten. Da der in der vorliegenden 
Arbeit verwendete Baustein p[18F]F-SA auf einer Alkingruppe basiert, wird HSA mit 
Azidresten versehen. Dies geschieht mit dem bereits vorgestellten Linkermolekül 
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Succinimidyl-5-azidvalerat 28. Der 5-Azid-valerat-Rest wird im Folgenden als Azidrest 
bzw. Azidfunktion bezeichnet. 
 
 
Abbildung 78: Reaktion von HSA mit Succinimidyl-5-azidvalerat 28 zur Funktionalisierung von 
HSA mit Azidresten; Es befinden sich durchschnittlich 27 Azidgruppen am Protein. 
 
Die Funktionalisierung erfolgt an Aminogruppen unter Bildung einer Amidbindung. 
Freie Aminogruppen finden sich an Lysinresten (ε-Aminogruppe), Argininresten und am 
N-Terminus des Proteins. Die Reaktion wird in PBS bei einem pH-Wert von 7,5 
durchgeführt. Dieser pH-Wert ermöglicht eine Funktionalisierung an Lysinresten und 
dem N-Terminus aber nicht an Argininresten, da die Guanidingruppe bei diesem 
pH-Wert protoniert vorliegt und somit nicht für eine Reaktion mit den Aktivester zur 
Verfügung steht. Die Reaktion ist schematisch in Abbildung 78 dargestellt. Es wird ein 
großer Überschuss an Succinimidyl-5-azidvalerat 28 mit HSA umgesetzt. Die Reaktion 
findet in PBS (pH = 7,5) bei Raumtemperatur innerhalb von zwei Stunden statt. Das 
Protein wird über Größenauschlusschromatographie von überschüssigem Aktivester 
28 und niedermolekularen Nebenprodukten getrennt.  
 
 
  Überschuss  
   Succinimidyl-5-azidvalerat 28 
 azidHSA 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 79: Größenausschlusschromatogramm des Reaktionsgemischs zur 
Funktionalisierung von HSA mit Succinimidyl-5-azidvalerat 28 
 
Anschließend erfolgt die Entsalzung über einen Dialyseschritt gegen Wasser. Die 
Ausschlussgröße beträgt dabei 14000 g/mol. Das Protein wird demnach nahezu 
vollständig im Dialyseschlauch zurückgehalten. Danach erfolgt die Lyophilisation.  
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3.3.1.1 Bestimmung des Grades der Funktionalisierung 
Der Grad der Funktionalisierung kann über zwei verschiedene Wege bestimmt werden.  
• Eine Messung über MALDI-TOF MS ergibt für das funktionalisierte Protein 
Werte von m/z = 69706 (z = 1); m/z = 34933 (z = 2) und m/z = 23279 (z = 3). Die 
molare Masse von unmodifiziertem HSA beträgt M = 66184 g/mol. Damit ergibt sich 
eine durchschnittliche Modifizierung von 28 Aminogruppen des Moleküls (Tabelle 24).  
 
Tabelle 24: Grad der Funktionalisierung bestimmt durch MALDI-TOF MS 
MALDI-TOF MS 
azidHSA 
molare Masse 
HSA 
Differenz  
m/z - M 
Azidreste 
M = 125 g/mol 
m/z = 69706 M = 66184 g/mol 3522 ca. 28 
 
Aufgrund der Größe des Proteins lässt sich damit nur eine ungenaue Aussage über 
den Grad der Funktionalisierung treffen. Eine genaue Massenbestimmung lässt sich 
nicht erhalten.  
• Detailliertere Aussagen erhält man, wenn das zu analysierende Protein 
zunächst einer enzymatischen Spaltung unterzogen wird und anschließend eine 
Messung über MALDI-TOF MS erfolgt [135].  
 
 
 enzymatische 
 Spaltung 
 
 
 
 
 
 
 
 enzymatische 
 Spaltung 
 
 
 
 
Abbildung 80: Methode zur Bestimmung der Anzahl der Funktionalisierungen im Protein und 
ihre Lokalisation nach Wa et al., [135] 
 
Abbildung 80 zeigt die Methode zur Bestimmung der Anzahl der Lysinreste und ihre 
Lokalisation. Sowohl funktionalisiertes als auch nicht funktionalisiertes HSA werden 
durch geeignete Enzyme gespalten. Die erhaltenen Proteinfragmente werden über 
MALDI-TOF MS gemessen. Bei einigen Fragmenten tritt eine Verschiebung von m/z 
auf, die auf die Funktionalisierung mit einem Azidrest zurückzuführen ist. Die 
Funktionalisierung kann demnach einem Proteinfragment zugeordnet werden. Befindet 
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sich nur ein Lysinrest im Fragment, ist der Ort der Funktionalisierung im Protein 
definiert.  
 
Tabelle 25: Auflistung der einzelnen Schritte zur enzymatischen Spaltung von HSA nach 
Wa et al. [135, 136] 
 
Schritt  Bedingungen 
Reduktion Spaltung der Disulfidbrücken des Proteins 
mit Dithiothreitol 
5 min bei 95°C 
Alkylierung Alkylierung der Cysteinreste mit 
Iodacetamid  
20 min bei RT unter 
Lichtausschluss 
enzymatische 
Spaltung 
enzymatische Spaltung des Proteins durch 
Zugabe von Trypsin, Lys-C oder Glu-C 
48 h bei 37°C 
 
Zu diesem Zweck finden drei verschiedene Proteinasen Einsatz: Trypsin, 
Endoproteinase Glu-C und Endoproteinase Lys-C. Trypsin ist eine Serin-Proteinkinase, 
die Peptidbindungen am Carboxy-Ende von Arginin- und Lysinresten spaltet [137]. Bei 
Glu-C handelt es sich um eine Serinendoprotease, die an der Carboxyseite von 
Glutamyl- und Aspartylresten die Peptidbindung hydrolysiert [138]. Lys-C ist ebenfalls 
eine Serinendoprotease, die am Carboxyende von Lysylresten Peptidbindungen spaltet 
[139, 140]. Die enzymatische Spaltung wird in drei Schritten, wie in Tabelle 25 
beschrieben, durchgeführt. Als erstes erfolgt die Reduktion der Disulfidbrücken durch 
Zugabe von Dithiothreitol. Anschließend wird Iodacetamid zugegeben, um vorhandene 
und durch Reduktion freigesetzte Cysteinreste zu alkylieren. Danach erfolgt die 
enzymatische Spaltung durch Zugabe des entsprechenden Enzyms. Gestoppt wird die 
Reaktion durch Zugabe von 10%iger TFA [136]. Es liegt nun ein Peptidgemisch als 
Produkt der enzymatischen Spaltung vor. 
Dasd Produkt der enzymatischen Spaltung wird mit MALDI-TOF MS analysiert. Dazu 
ist eine bestimmte Probenvorbereitung notwendig. Um die Peptidgemische von 
eventuell störenden Inhaltsstoffen zu befreien, werden die Lösungen über ZipTips 
aufgenommen. Dies sind Pipettenspitzen, die mit einer RP18-Phase versehen sind. 
Die RP18-Phase wird zunächst durch Spülen mit Acetonitril und 0,1%iger TFA aktiviert. 
Anschließend wird die Lösung eines Peptidgemisches mehrfach aufgenommen und 
abgeblasen bis schließlich die verbleibende Lösung verworfen wird. Um eine höhere 
Konzentration an Peptidfragmenten zu erhalten, wird der Vorgang noch zweimal 
wiederholt. Die mit Peptiden beladene RP18-Phase wird mit 0,1%iger TFA gewaschen 
um wasserlösliche Verunreinigungen, speziell Salze, zu eluieren. Danach können die 
Peptide eluiert werden. Dies geschieht in fünf Schritten mit Gemischen aus Acetonitril 
und 0,1%iger TFA. Der Anteil an Acetonitril in den einzelnen Elutionsschritten ist in 
Tabelle 26 dargestellt.  
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Tabelle 26: Anteil an Acetonitril im Elutionsmittel für Elution der Spaltprodukte vom ZipTip 
Elutionsschritt Anteil Acetonitril 
1 5% 
2 10% 
3 20% 
4 30% 
5 50% 
 
Damit erreicht man eine verzögerte Elution für einige dieser Peptide. Sicherlich wird so 
keine vollständige Trennung der Peptide erreicht, jedoch wird die Komplexität der 
erhaltenen Spektren herabgesetzt, wodurch die Auswertung vereinfacht wird. Die 
einzelnen Fraktionen werden dann mit einer Kombination aus CCA und DHB als Matrix 
gemessen [135]. Als Standard dient ein von BrukerDaltronics bereitgestelltes 
Peptidgemisch mit bekannter Zusammensetzung [141]. Die Spektren wurden mit Hilfe 
der Software FlexControl aufgenommen und mit FlexAnalysis ausgewertet. Dabei 
wurde ein Signal-zu-Untergrund-Verhältnis von 2:1 zur Signalidentifikation verwendet. 
Die erhaltenen Massen sind im Anhang dieser Arbeit zu finden.  
Die genaue Vorgehensweise ist in Abbildung 81 dargestellt. Es wird wie folgt 
vorgegangen: Nachdem die Messungen der einzelnen Fraktionen der enzymatischen 
Spaltung von funktionalisiertem HSA (azidHSA) und unverändertem HSA durchgeführt 
wurden, fasst man die erhaltenen Werte zusammen. Die Werte für HSA werden dann 
mit den berechneten Werten einer theoretischen enzymatischen Spaltung auf 
Übereinstimmung verglichen. Die maximale Massendifferenz wurde dabei auf ∆M = 1,5 
festgelegt. Die Sequenz erhält man über die Datenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
[18.01.2008] und kann diese mit Hilfe von http://prospector.ucsf.edu/mshome.htm 
[18.01.2008] durch ein definiertes Enzym theoretisch spalten lassen. Die Parameter für 
die theoretischen enzymatischen Spaltungen sind in Tabelle 27 zusammengefasst.  
Die aufgrund der Behandlung mit Iodacetamid entstandene Acetylamidmodifizierung 
am Cystein muss bei der Berechnung der molaren Massen der gebildeten Peptide 
berücksichtigt werden. Für die Auswertung der Spektren wurde angenommen, dass 
pro entstandenem Peptid maximal eine durch die Proteinase spaltbare Bindung nicht 
gespalten wurde. Die Auflistung der Peptide umfasst alle Fragmente mit einer molaren 
Masse zwischen M = 400 g/mol und M = 4000 g/mol, wobei mindestens vier 
Aminosäuren das Fragment bilden.  
Für jedes verwendete Enzym ergibt sich so eine charakteristische Auflistung an 
Fragmenten.  
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Tabelle 27: Parameter für die theoretische enzymatische Spaltung 
mögliche Modifizierung Acetylamidmodifizierung am Cystein  
durch Alkylierung mit Iodacetamid 
Enzym für Spaltung Trypsin, Glu-C oder Lys-C 
Maximum nichtgespaltene Bindungen im 
Peptid 
1 
minimale molare Masse des Fragments 400 Da 
maximale molare Masse des Fragments 4000 Da 
minimale Anzahl der Aminosäuren im 
Fragment 
4 
 
 
Messung
Fraktionen 1-5
enzymatische
Spaltung azidHSA
Messung
Fraktionen 1-5
enzymatische
Spaltung HSA
Theoretische, 
enzymatische 
Spaltung
Zusammenfügen
der erhaltenen Massen
aus einzelnen Fraktionen
Zusammenfügen
der erhaltenen Massen
aus einzelnen Fraktionen
1fache, 2fache 
und 3fache Masse 
des Linkermoleküls 
von Werten abziehen
Vergleich
Max Massendifferenz = 1,5
Übereinstimmende
Sequenzen isolieren
Vergleich
max Massendifferenz = 1,5
Sequenzen auf
Lysinanteil überprüfen
Ergebnis:
Anteil funktionalisierter Lysinreste
Genaue Position der Funktionalisierung (teilweise bestimmbar)
  
Abbildung 81: Schematische Darstellung zur Vorgehensweise zur Ermittlung des Anteils 
funktionalisierter Lysinreste im HSA-Molekül 
 
Geht man zur Analyse der Daten vor, wie in Abbildung 81 beschrieben, erhält man eine 
Zusammenstellung wie in Tabelle 28 dargestellt.  
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Tabelle 28: Nachgewiesene funktionalisierte Lysinreste und ihre Lokalisation im HSA 
Lysin AS im 
Protein 
AS-Sequenz Enzym Eindeutigkeit 
1 K12 5-12 Trypsin/Lys-C ja 
2 K64 52-64 
52-73 
Trypsin 
Lys-C 
ja 
ja - zwei Lysinreste modifiziert 
3 K73 52-73 Lys-C ja - zwei Lysinreste modifiziert 
4 K174 161-174 
163-174 
Trypsin 
Trypsin/Lys-C 
1 von 2 Lysinresten modifiziert 
ja 
5 K181 175-181 Trypsin/Lys-C ja 
6 K195 187-195 
191-195 
Trypsin 
Lys-C 
1 von 2 Lysinresten modifiziert 
ja 
7 K240 234-257 
234-240 
Trypsin 
Lys-C 
ja 
ja 
8 K274 258-274 
263-274 
263-276 
263-276 
Trypsin 
Trypsin/Lys-C 
Trypsin 
Lys-C 
1 von 2 Lysinresten modifiziert 
ja 
1 von 2 Lysinresten modifiziert 
ja - zwei Lysinreste modifiziert 
9 K276 275-286 
275-286 
263-276 
263-276 
Trypsin 
Lys-C 
Trypsin 
Lys-C 
1 von 3 Lysinresten modifiziert 
ja - drei Lysinreste modifiziert 
1 von 2 Lysinresten modifiziert 
ja - zwei Lysinreste modifiziert 
10 K281 275-286 
275-286 
278-285 
281-285 
Trypsin 
Lys-C 
Glu-C 
Glu-C 
1 von 3 Lysinresten modifiziert 
ja - drei Lysinreste modifiziert 
ja 
ja 
11 K286 275-286 
275-286 
286-292 
Trypsin 
Lys-C 
Glu-C 
1 von 3 Lysinresten modifiziert 
ja - drei Lysinreste modifiziert 
ja 
12 K359 352-372 
349-359 
359-365 
Trypsin 
Trypsin 
Glu-C 
1 von 2 Lysinresten modifiziert 
1 von 2 Lysinresten modifiziert 
ja 
13 K372 352-372 
360-372 
Trypsin 
Lys-C 
1 von 2 Lysinresten modifiziert 
ja 
14 K378 373-389 
377-383 
2x Trypsin 
Glu-C 
1 von 2 Lysinresten modifiziert 
ja 
15 K389 373-389 2x Trypsin 1 von 2 Lysinresten modifiziert 
16 K402 397-402 Lys-C ja 
17 K439 437-444 Lys-C 1 von 2 Lysinresten modifiziert 
18 K444 437-444 
440-444 
Lys-C 
Lys-C 
1 von 2 Lysinresten modifiziert 
ja 
19 K500 495-501 Glu-C ja 
20 K525 522-525 
525-534 
Trypsin 
Lys-C 
1 von 2 Lysinresten modifiziert 
ja - zwei Lysinreste modifiziert 
21 K534 525-534 Lys-C ja - zwei Lysinreste modifiziert 
22 K536 535-541 Lys-C 2 von 3 Lysinresten modifiziert 
23 K538 535-541 Lys-C 2 von 3 Lysinresten modifiziert 
24 K540 535-541 Lys-C 2 von 3 Lysinresten modifiziert 
25 K557 546-557 
557-563 
2x Trypsin 
Glu-C 
ja 
1 von 2 Lysinresten modifiziert 
26 K560 557-563 Glu-C 1 von 2 Lysinresten modifiziert 
27 K564 561-573 
561-573 
Trypsin 
Lys-C 
1 von 2 Lysinresten modifiziert 
ja - zwei Lysinreste modifiziert 
28 K573 561-573 Lys-C ja - zwei Lysinreste modifiziert 
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Tabelle 28 ist, wie im Folgenden erläutert, zu interpretieren. Die Anzahl der insgesamt 
funktionalisierten Lysinreste ist ersichtlich. 27 der 28 Lysinreste, die in Tabelle 28 
aufgeführt sind, wurden demnach mit einem Azidrest versehen. Die Lysine 22-24 
(K536, K538 und K540) können nicht eindeutig als funktionalisiert beschrieben werden. 
Nur zwei der drei Lysinreste tragen eine Azidfunktion. In Spalte zwei ist die 
Positionsangabe des modifizierten Lysins im HSA dargestellt. Spalte drei beinhaltet die 
Position der Aminosäuresequenz im HSA. Innerhalb dieser Sequenz konnte das 
funktionalisierte Lysin nachgewiesen werden. Angegeben ist die Position der 
Aminosäuren, wie sie in der Primärsequenz des HSA zu finden ist. Spalte vier gibt das 
verwendete Enzym an, mit dem die Peptidsequenz erstellt wurde. In der letzten Spalte 
findet sich schließlich eine Einschätzung über die Eindeutigkeit des Nachweises. 
Kommt nur ein Lysinrest im entsprechenden Peptid vor, kann der Nachweis als 
eindeutig angesehen werden. Gleiches gilt für mehrere Lysinreste, falls diese alle als 
funktionalisiert nachgewiesen wurden. Befinden sich mehrere Lysinreste im Peptid, 
aber nur ein Teil liegt funktionalisiert vor, kann keine eindeutige Zuordnung erfolgen. 
Gleichzeitig ist es an dieser Stelle schwierig eine Aussage über die Gesamtzahl der 
funktionalisierten Lysinreste zu treffen. Teilweise wird die Funktionalisierung über eine 
andere enzymatische Spaltung oder ein zweites Proteinfragment eindeutig zugeordnet. 
In einigen Fällen jedoch ist eine eindeutige Zuordnung nicht möglich. Die betreffenden 
Lysinreste sind in Tabelle 28 kursiv dargestellt.  
 
Beispiel für die Auswertung der Massenspektren 
Ein Beispiel für die Auswertung der Massenspektren findet sich in Abbildung 82. Hier 
sind im oberen Teil der Abbildung das Massenspektrum der Fraktion 4 der 
enzymatischen Spaltung von funktionalisiertem HSA (azidHSA) mit Lys-C dargestellt 
und im unteren Teil das Massenspektrum der Fraktion 2 der enzymatischen Spaltung 
von HSA mit Lys-C. Zu sehen ist im unteren Spektrum ein Signal (m/z = 715), welches 
dem Fragment H-AACLLPK-OH (AS 175-181) entspricht. Der Cysteinrest liegt in 
diesem Fall nicht alkyliert vor. Dieses Peptid enthält einen Lysinrest. Im oberen 
Spektrum der Abbildung 82 ist ein Ausschnitt mit gleichem Massenfenster aus dem 
Spektrum für Fraktion 4 der enzymatischen Spaltung von funktionalisiertem HSA 
(azidHSA) mit Lys-C dargestellt. Gekennzeichnet ist ein Signal (m/z = 839) welches 
der molaren Masse des Fragments H-AACLLPK-OH (AS 175-181) mit 
azidfunktionalisiertem Lysinrest entspricht. Die Massendifferenz beträgt ∆M = 124. Die 
Azidfunktion bedeutet eine Massenzunahme um ∆M = 125. Die maximale Abweichung 
von ∆M = 1,5 wird somit nicht überschritten. 
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Abbildung 82: Vergleich der Ausschnitte der MALDI-TOF Massenspektren der Fraktion 4 der 
enzymatischen Spaltung von funktionalisiertem HSA (azidHSA) mit Lys-C (oben) und der 
Fraktion 2 der enzymatischen Spaltung von HSA mit Lys-C (unten); Die Differenz der 
gekennzeichneten Massen beträgt 124.  
 
Ermittlung der Wiederfindungsrate der Aminosäuresequenz 
Aus dem Vergleich der enzymatischen Spaltung von nicht funktionalisiertem HSA mit 
der theoretischen enzymatischen Spaltung erhält man die Wiederfindungsrate der 
Aminosäuresequenz. Für Trypsin ergibt sich eine Wiederfindungsrate von 63% 
(367 AS von 585 AS). Die Wiederfindungsrate für die enzymatische Spaltung mit Lys-C 
liegt bei 72% (420 AS von 585 AS). Für die enzymatische Spaltung mit  Glu-C liegt die 
Wiederfindungsrate bei 31% (179 AS von 585 AS). Wird die enzymatische Spaltung 
einzeln betrachtet lässt sich eine maximale Wiederfindungsrate von 72% (Lys-C) 
erreichen. Damit ist die Analyse der Funktionalisierung nur eingeschränkt möglich. 
Kombiniert man die Ergebnisse der einzelnen drei enzymatischen Spaltungen, erhält 
man eine Wiederfindungsrate von 87%. Literaturangaben von 97,4% [136] konnten 
nicht erreicht werden. Dennoch kommt es zu einer deutlichen Steigerung bei der 
Kombination der enzymatischen Spaltungen. Jedoch bleiben sechs der im HSA 
vorkommenden Lysinreste unberücksichtigt, da diese nicht durch die enzymatische 
Spaltung nachgewiesen werden konnten und damit zu den 13% nicht 
wiedergefundener Aminosäuren zählen. Einen deutlichen Vorteil erhält man aus der 
Kombination, wenn man den Nachweis der Funktionalisierung und ihre Lokalisation 
betrachtet. In nicht wenigen Fällen, wie sie in Tabelle 28 beschrieben sind, erfolgt der 
Nachweis durch den Vergleich der Ergebnisse verschiedener enzymatischer 
Spaltungen. So kann z.B. eine Funktionalisierung an einem der beiden Lysinreste 
K524 und K525 am Peptid H-QIKK-OH (AS 522-525) aus der enzymatischen Spaltung 
mit Trypsin erst durch den Vergleich mit der enzymatischen Spaltung durch Lys-C 
genau zugeordnet werden. Dort findet sich das Peptid H-KQTALVELVK-OH (AS 525-
534) an dem beide Lysinreste K525 und K534 funktionalisiert nachgewiesen werden 
können. Eine Funktionalisierung des ersten Lysinrestes K524 im Peptid H-QIKK-OH 
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(AS 522-525) kann natürlich nicht vollständig ausgeschlossen werden. Jedoch ist die 
Wahrscheinlichkeit der Funktionalisierung von K525 wesentlich höher aufgrund der 
Bestätigung der Funktionalisierung eben dieser Aminosäure durch die enzymatische 
Spaltung mit Lys-C. Die Anzahl der funktionalisierten Lysinreste, die durch direkte 
MALDI-TOF MS Messung erhalten wurde (28), ist nahezu identisch mit der Anzahl, die 
mit vorheriger enzymatischer Spaltung erhalten wurde (27). Es handelt sich jedoch in 
beiden Fällen um eine durchschnittliche Angabe, da es möglich ist, dass HSA-Moleküle 
vorliegen, die mehr oder weniger funktionalisierte Lysinreste tragen und nicht alle 
Lysinreste durch den Analyse der enzymatischen Spaltung erfasst werden konnten.  
Die Methode ist dahingehend fehlerbehaftet, dass sowohl für den Vergleich von 
theoretischer Spaltung und enzymatischer Spaltung des HSA mit dem entsprechenden 
Enzym, als auch für den Vergleich von den so erhaltenen Werten und der 
enzymatischen Spaltung des funktionalisierten HSA eine Toleranz in der 
Massendifferenz von ∆M = 1,5 akzeptiert wird. Da die Vergleiche nacheinander 
durchgeführt werden (Abbildung 81), kann es im Verlauf der Auswertung unweigerlich 
zu einer Summierung der Abweichungen kommen und damit zu einer größeren 
Fehlerquote. Die maximale Massendifferenz liegt somit bei ∆M = 3,0. 
Zusammenfassend kann man sagen, dass ein hoher Anteil der verfügbaren Lysinreste 
modifiziert wurde. Durschnittlich 27 Lysinreste können trotz der dreidimensionalen 
Struktur mit Succinimidyl-5-azidvalerat zur Reaktion gebracht werden. 
 
3.3.2 Radiomarkierung von Human Serum Albumin (azidHSA) mit 
p[18F]F-SA 
Die Markierung des modifizierten Human Serum Albumin mit p[18F]F-SA wird im 
folgenden Abschnitt vorgestellt und diskutiert. Die entsprechende Reaktion ist in 
Abbildung 83 dargestellt.  
 
 
Abbildung 83: Markierung von azidfunktionalisiertem HSA mit p[18F]F-SA 
 
Wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, wurde festgestellt, dass 27 Azidreste 
an das HSA-Molekül gekuppelt werden konnten. Bei der radioaktiven Markierung 
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werden vermutlich aufgrund der Konzentrationsverhältnisse nicht alle dieser Azidreste 
mit dem Alkin-Derivat p[18F]F-SA reagieren. Die Anzahl der gebundenen Alkin-
Derivate ist unbekannt und wird mit y bezeichnet. Das p[18F]F-SA wird ausschließlich 
HPLC-gereinigt eingesetzt, um eine Konkurrenzreaktion mit anderen, eventuell noch 
enthaltenen Alkin-Derivaten zu vermeiden.  
Die Katalyse der 1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition erfolgt über Kupfer(I)-Ionen. Ein 
Versuch wurde zunächst mit dem bekannten Katalysatorsystem Cu2+/Ascorbat 
durchgeführt. Wie erwartet, kam es aufgrund dieser Vorgehensweise zur 
Denaturierung des HSA. Ursache ist die Empfindlichkeit des HSA gegenüber 
Reduktionsmitteln wie Ascorbat, welches Disulfidbrücken im Molekül spaltet. Als 
Alternative wurden daher direkt Kupfer(I)-Ionen eingesetzt, die durch Zugabe von 
Kupfer(I)bromid bereitgestellt werden. Auf die Verwendung von Kupfer(I)iodid wird 
verzichtet, da Thonon et al. [92] die Bildung von Iodtriazolen als Nebenprodukte 
beschreiben. Um die Kupfer(I)-Ionen in Lösung vor Oxidation zu schützen, wird der 
Komplexbildner Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amin (TBTA) hinzugefügt. 
Die Verbindung ist in Abbildung 84 dargestellt. TBTA ist ein tertiäres Amin, das als 
Ligand für Kupfer(I)-Ionen dient.  
Erstmals vorgestellt wurde die Verbindung TBTA von Chan et al. [47]. Die 
Arbeitsgruppe stellte bei der Synthese von Polytriazolen ungewöhnlich hohe 
Reaktionsgeschwindigkeiten fest. Es wurde geschlussfolgert, dass das Produkt eine 
autokatalytische Wirkung auf die Reaktion ausübt. Die katalytisch wirksamen Kupfer(I)-
Ionen werden durch den Liganden komplett eingeschlossen. Donnelly et al. [53] 
beschreiben den Komplex als zweikernig, dikationisch mit tetrahedral koordinierten 
Kupfer(I)-ionen. Dabei handelt es sich vermutlich um eine Vorstufe zur eigentlichen 
katalytisch aktiven Spezies. Genauere Untersuchungen dazu gibt es jedoch nicht.  
 
 
Abbildung 84: Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amin (TBTA) [47, 53] 
 
0,2 mg Kupfer(I)bromid und 1,0 mg TBTA werden in 10 µl Dimethylsulfoxid gelöst. 
Damit liegt der Komplexbildner gegenüber den Kupfer(I)-Ionen in Lösung im 
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4:3-Überschuss vor. Der Komplex wird zu einer Lösung von Protein in Phosphatpuffer 
(PBS, pH = 7,5) gegeben. Das Gemisch wird zum eingedampften p[18F]F-SA 
hinzugefügt und 20 min bei 30°C zur Reaktion gebrac ht.  
Eine Analyse des Reaktionsgemischs erfolgte zunächst durch 
Dünnschichtchromatographie an der Normalphase. Dadurch konnte der Umsatz an 
p[18F]F-SA überprüft werden. Nach 20 Minuten ist der Markierungsbaustein nur noch 
zu 6% (Rf = 0,4) im Reaktionsgemisch vorhanden (Abbildung 85).  
 
 
 
 markiertes Protein p[18F]F-SA-azidHSA- 
  triazol 
 
 
 
 
 p[18F]F-SA 
 
 
 
 
 
Abbildung 85: Radiodünnschichtchromatogramm des Reaktionsgemischs der 
Proteinmarkierung 
 
Das Hauptsignal befindet sich bei einem Rf-Wert von 0. Dabei handelt es sich mit 
hoher Wahrscheinlichkeit um markiertes Protein. Die genaue Zuordnung erfolgt durch 
SDS-Gelektrophorese (Abbildung 88, Seite 101).  
Das Reaktionsgemisch wird mittels Größenausschlusschromatographie gereinigt. Dazu 
findet eine Sephadex-Säule (HiTrap) mit einem Volumen von 5 ml Anwendung. Die 
Elution erfolgt mit Phosphatpuffer (PBS, pH = 7,5) mit einem Fluss von 0,5 ml/min. Das 
verbleibende p[18F]F-SA kann so abgetrennt werden. In Abbildung 86 ist das 
Radiochromatogramm der Trennung des markierten HSA abgebildet.  
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Abbildung 86: Radiochromatogramm der größenausschlusschromatographischen Reinigung 
des Reaktionsgemischs der Proteinmarkierung 
 
Es zeigt das Signal einer Verbindung, die bei einer Retentionszeit von ca. 5 min 
(2,5 ml) eluiert wird. Bei der Verbindung handelt es sich um radiomarkiertes HSA. 
Verbleibendes p[18F]F-SA ist im Chromatogramm kaum zu sehen, entsprechend des 
geringen Anteils im Reaktionsgemisch. 
p[18F]F-SA wird mit einer Retentionszeit von 16 min (Retentionsvolumen von 8 ml) 
eluiert. Die verhältnismäßig kleine Verbindung p[18F]F-SA wird durch das poröse 
Material stärker zurückgehalten und wird deshalb zu einem späteren Zeitpunkt eluiert, 
während HSA mit dem Totvolumen eluiert wird, da es aufgrund seiner Größe von 
66 kDa nicht zurückgehalten wird.  
In Abbildung 87 ist das UV-Chromatogramm zur Trennung (siehe Abbildung 86) 
dargestellt.  
Das verbleibende azidfunktionalisierte HSA wird hier mit einer Retentionszeit von 4 min 
eluiert. Es kann nicht vom radioaktiv markierten HSA abgetrennt werden. Diese 
Tatsache spiegelt sich in der effektiven spezifischen Aktivität (ESA) wieder. Sie ist 
definiert als das Verhältnis zwischen radioaktiv markierter Substanz und nicht 
abtrennbarer Ausgangssubstanz. Damit ist die Masse der Markierungsvorstufe als 
nicht abtrennbare Ausgangssubstanz ausschlaggebend. 
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Abbildung 87: UV-Chromatogramm der größenausschlusschromatographischen Reinigung 
des Reaktionsgemischs der Proteinmarkierung; Elution von azidfunktionalisiertem HSA und 
einer unbekannten Verunreinigung 
 
Es wird angestrebt, eine besonders hohe ESA zu erreichen. Setzt man 0,3 mg 
Markierungsvorstufe ein, erhält man bei 243 MBq Produkt eine ESA von 810 MBq/mg 
(54 GBq/µmol). Einfluss auf die ESA nimmt allerdings auch die Zahl der Markierungen 
pro Molekül. Die Funktionalität der radioaktiv markierten Verbindung und der 
Markierungsvorstufe des HSA ähneln sich so stark, dass sie in vivo in Konkurrenz 
zueinander treten. Für HSA, das sich vornehmlich in der Blutbahn bewegt, spielt die 
ESA eine untergeordnete Rolle. Die Markierung von HSA stellt hier eine Reaktion an 
einem Beispielprotein dar. Für die Übertragung der Markierungsmethode auf andere 
Moleküle ist eine Betrachtung der ESA notwendig, wenn diese als Rezeptorliganden 
dienen, was z. B. auf Antikörper zutrifft oder wenn sie in Wechselwirkung mit Enzymen 
treten. Wichtig wird dieser Aspekt auch bei der Betrachtung der Toxizität bei in vivo-
Anwendung. 
 
Im Anschluss an die SEC erfolgt eine Gelelektrophorese mit einem 12,5% Acrylamid 
enthaltenden Gel. Wie in Abbildung 88 zu sehen, wurden das Reaktionsgemisch, ein 
HMW-Marker, sowie einzelne Fraktionen der SEC aufgetragen. In Spur eins befindet 
sich das Reaktionsgemisch. Deutlich zu erkennen ist eine Bande, die einem 
Molekulargewicht von 66 kDa zugeordnet werden kann. Diese Bande findet sich 
ebenfalls in den Fraktionen, die in den Spuren drei bis sechs aufgetragen sind. Es 
handelt sich folglich um das radiomarkierte Protein, das den Hauptanteil der radioaktiv 
markierten Substanz im Reaktionsgemisch darstellt.  
Über die Struktur des radiomarkierten HSA kann keine Aussage getroffen werden. Es 
handelt sich um eine SDS-Gelelektrophorese, d.h. das native Protein wird vor der 
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Trennung durch Natriumdodecylsulfat mit negativen Ladungen maskiert und wird 
anschließend nur anhand der Molmasse identifiziert.  
 
 
 
  
 1 Reaktionsgemisch 
 2 HMW-Marker 
 3 Fraktion (HSA) 
 4 Fraktion (HSA) 
 5 Fraktion (HSA) 
 6 Fraktion (HSA) 
 7 Fraktion (p[18F]F-SA) 
 8 Fraktion (p[18F]F-SA) 
 9 Fraktion (p[18F]F-SA) 
 
 
Abbildung 88: Gelektrophorese zur Markierung von HSA. Kombination des autoradiographisch 
ermittelten Elektropherogramms und des durch Färbung mit Commassie Blau erhaltenen 
Elektropherogramms 
 
Bei den Fraktionen, die in den Spuren sieben, acht und neun aufgetragen sind, handelt 
es sich um nicht umgesetztes p[18F]F-SA. Bestätigt wird dies durch 
dünnschichtchromatographische Untersuchungen der Fraktionen, die einen Spot mit 
einem Rf-Wert von 0,4 aufweisen. Es ist anzunehmen, dass p[18F]F-SA aufgrund 
seines ungeladenen Zustandes und seines vergleichsweise geringen 
Molekulargewichts im unteren Bereich des Gels zu finden ist. Die radiomarkierte 
Substanz liegt jedoch im Bereich von 45 kDa und stellt keine klare Bande dar. 
Vermutlich wechselwirkt es mit Salzen der Pufferlösungen, mit denen die 
Gelelektrophorese betrieben wird und verharrt somit an dieser Position. 
 
In Tabelle 29 sind die Ergebnisse für eine Beispielsynthese zur Markierung von HSA 
mit p[18F]F-SA zusammengefasst. Der Versuch konnte mehrere Male mit 
reproduzierbaren Ergebnissen druchgeführt werden (n = 5). Für die Reaktion wird das 
synthetisierte p[18F]F-SA vollständig eingedampft. Das Lösungsmittel wird im 
Stickstoffstrom bei Raumtemperatur entfernt. 
Es kann nicht klar definiert werden, wieviele p[18F]F-SA-Gruppen an HSA während der 
Markierung gebunden werden. Auch kann es zur Markierung an unterschiedlichen 
Azidfunktionalitäten im Molekül kommen. Es stehen 27 Azidreste zur Verfügung. Daher 
ist es möglich, dass mehrere, verschiedene markierte HSA-Spezies in Lösung 
vorliegen. Der Einfluss auf die biologische Aktivität ist unbekannt und könnte bei 
in vivo-Untersuchungen zu indifferenten Ergebnissen führen. Erstrebenswert ist daher 
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die Funktionalisierung mit nur einem Azidrest. Für HSA bietet sich beispielsweise die 
Funktionalisierung über ein Maleinimid an einer freien Thiolgruppe an. Dies muss bei 
Übertragung auf andere Verbindungen, für jedes zu markierende Molekül einzeln 
gelöst werden. Eine Mehrfachmarkierung bietet jedoch, wie oben erwähnt, die 
Möglichkeit zum Erreichen hoher spezifischer Aktivitäten. 
 
Tabelle 29: Ergebnisse einer Beispielsynthese zur Markierung von HSA mit p[18F]F-SA 
Ausgangsakt. p[18F]F-SA 424 MBq 
Masse Protein 0,3 mg 
Katalysatorsystem CuBr/TBTA 
Lösungsmittel 140 µl Phosphatpuffer  
(PBS, pH = 7,5) und 10 µl 
Dimethylsulfoxid 
Reaktionszeit 20 min 
Temperatur 30°C 
Reinigung SEC 
Synthesezeit 46 min 
RCA in Bezug auf p[18F]F-SA 57% 
Aktivität Produkt 243 MBq 
ESA 810 MBq/mg (54 GBq/µmol) 
 
Andererseits bietet die Auswahl an Azidgruppen (27) einen Vorteil, der sich positiv auf 
die radiochemische Ausbeute auswirkt. Ein HSA-Molekül mit hoher Anzahl an 
Azidgruppen verhält sich ähnlich der höheren Konzentration des Ausgangsstoffs mit 
nur einer Azidgruppe.  
Dies wird ebenfalls in den Arbeiten von Gill et al. [142] festgestellt, die parallel zur 
vorliegenden Dissertation angefertigt wurden. Gill et al. markieren dabei einen 
Antikörper mit Hilfe der 1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition. Der Antikörper wird mit Hilfe 
eines alkintragenden Maleinimides an Thiolgruppen modifiziert. Die Click-Reaktion wird 
mit dem entsprechenden 18F-markierten Azid-Derivat durchgeführt. Als Katalysator-
Ligandsystem dient ein Gemisch aus Bathophenanthrolindisulfonat (BPDS) und 
Cu(MeCN)4PF6 in Puffer/Acetonitril. Die Arbeit beruht damit auf dem vorgestellten 
Click-Prinzip. Jedoch erhält die Arbeitsgruppe mit dieser Vorgehensweise nur 
moderate Ausbeuten von 15%. Als Ursache wird ein nicht vollständiger 
Sauerstoffausschluss berichtet, der für dieses Katalysator-Ligandsystem notwendig ist. 
Als weiterer Grund wird die begrenzte Zahl an Azidgruppen angegeben, die für die 
Markierung am Protein zur Verfügung steht. Die genaue Zahl der Modifikation wird 
dabei jedoch nicht angegeben.  
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3.3.3 Vergleich der Markierung von HSA mit p[18F]F-SA, [18F]SFB und 
[18F]FBA 
Human Serum Albumin ist seit Jahrzehnten Gegenstand von Arbeiten zur 
Radiomarkierung. Es wurde bereits radioaktiv mit 18F markiert. Wester et al. [20] 
beschreiben die Markierung mit Hilfe von [18F]SFB. Die Markierung erfolgt an 
Lysinresten bzw. am N-Terminus des Proteins. Damit stehen potentiell 60 
Aminogruppen zur Verfügung. Chang et al. [18] modifizieren zunächst das HSA mit 
einem N-Hydroxysuccinimidaktivester der Hydrazinnikotinsäure (HYNIC) an 
Lysinresten. Es wurden HSA-Moleküle mit 5-23 HYNIC-Resten erhalten. Anschließend 
wird das funktionalisierte HSA mit [18F]FBA umgesetzt. Jedoch verhält sich der 
Aldehyd nicht bioorthogonal. Es kommt zur reversiblen Reaktion mit Aminogruppen 
unter der Bildung von Iminen. Dadurch steht weniger Aldehyd [18F]FBA für die 
Reaktion zur Verfügung. In Tabelle 30 sind die Markierungsbedingungen und 
Ergebnisse der Arbeiten von Wester et al. [20] und Chang et al. [18] sowie der 
vorgestellten Arbeit zusammengefasst.  
 
Tabelle 30: HSA-Markierung mit p[18F]F-SA, [18F]SFB und [18F]FBA 
Methode 1 2 3 
bifunktioneller 
Markierungsbaustein 
p[18F]F-SA [18F]SFB [18F]FBA 
Radiosynthese  1 Stufe 3 Stufen 1 Stufe 
Reinigung  HPLC SPE SPE 
Modifizierung Protein ja (Azid) nein ja (HYNIC) 
Proteinkonzentration 2 mg/ml 2 mg/ml 2 mg/ml 
Anzahl funktioneller 
Gr. für potentielle 
Markierung 
27 Azidreste 59 Lysinreste, 
N-Terminus 
23 Hydrazinreste 
Lösungsmittel Phosphatpuffer 
PBS, pH = 7,5 
Boratpuffer  
pH = 8,5 
Phosphatpuffer 
PBS, pH = 7,5 
Reaktionszeit 20 min 8 min 20 min 
Temperatur 30°C 22°C 50 - 60°C 
Anteil des 
umgesetzten 
Markierungsbausteins 
94% 70% 80% 
 
Die Synthese der bifunktionellen Markierungsbausteine spielt für die Anwendung 
natürlich ebenfalls eine wichtige Rolle. Für [18F]SFB ist, wie auch schon in Kapitel 3.2.3 
(Seite 82) beschrieben, eine dreistufige Synthese erforderlich. [18F]SFB und [18F]FBA 
können über Festphasenextraktion gereinigt werden, wohingegen für p[18F]F-SA eine 
Reinigung über HPLC notwendig ist (3.1.3, Seite 38). Für Ansatz 1 und 3 ist es 
unumgänglich, das Protein vor der Markierung zu modifizieren. Das bedeutet einerseits 
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einen Mehraufwand durch Modifizierungsreaktion und Reinigung sowie eine mäßige 
bis starke Veränderung des Proteins. Andererseits wird durch die Modifizierung der 
mögliche Ort der späteren Markierung auf diese Gruppen beschränkt. Es muss also 
festgestellt werden, dass damit das Problem der unlokalisierten Markierung von der 
Radiomarkierung auf die vorangehende Modifizierung nur verschoben wird. Im  
Kapitel 5 (Seite 119) werden jedoch andere Methoden vorgestellt, die eine weniger 
verändernde Modifizierung ermöglichen. Im Blickpunkt dieser Arbeit steht somit 
weniger die Veränderung und die Eigenschaften des Proteins, als vielmehr die 
Markierungsreaktion.  
Für die drei Methoden wurde jeweils eine Lösung von Protein in Phosphat- oder 
Boratpuffer verwendet, mit einer Proteinkonzentration von je 2 mg/ml. Die Markierung 
mit [18F]SFB erfordert etwas weniger Zeit und niedrigere Temperatur und führt zu 
einem Umsatz von 70% unter den aufgeführten Bedingungen. Eine höhere 
Proteinkonzentration über 10 mg/ml führt zu Umsätzen von 90%. Es werden geringere 
Umsätze an [18F]SFB für Proteine mit geringerem Lysin-Anteil erhalten. Die Reaktion 
mit [18F]FBA erfolgt unter etwas erhöhten Temperaturen von 50 - 60°C, wobei ein 
Umsatz des Markierungsbausteins von 80% erreicht wird. Damit sind alle drei 
Reaktionen potentiell für die Radiomarkierung von HSA geeignet.  
Ebenfalls muss erwähnt werden, dass bestimmte Aminosäurereste im Molekül die 
Reaktionen beeinflussen können. So ist zum Beispiel beschrieben, dass Histidin die 
Hydrolyse von Aktivestern katalysiert [20] und damit ein hoher Histidinanteil im 
biologisch relevanten Molekül die Markierung mit [18F]SFB erschwert.  
Anhand des HSA als Modellprotein konnte gezeigt werden, dass die 1,3-dipolare 
[3+2]Cycloaddition für die Markierung von Proteinen gut geeignet ist. Von Vorteil ist die 
Geschwindigkeit, mit der die Radiomarkierung abläuft. Es wird eine hohe Ausbeute und 
eine hohe effektive spezifische Aktivitäte erreicht. 
 
3.4 Radiomarkierung von Oligonukleotiden 
Eine weitere neue Anwendung der Click-Chemie ist die Radiomarkierung von 
Oligonukleotiden. Auch hier existiert bereits unter anderen das Verfahren der 
Radiomarkierung mit [18F]SFB [128]. Die kupferkatalysierte 1,3-dipolare 
[3+2]Cycloaddition findet Verwendung auf dem Gebiet der postsynthetischen 
Modifikation von DNA und RNA bzw. Fragmenten davon. Gramlich et al. [143] haben 
eine Zusammenfassung zu diesem Thema erstellt. Es wird die Verwendung von TBTA 
beschrieben, um die Probleme mit denaturierter DNA durch Kupferionen zu umgehen. 
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Alkingruppen können über entsprechende Phosphoramidite in das Molekül eingebracht 
und später mit Azidresten modifiziert werden. 
In dieser Arbeit findet eine synthetische L-RNA Verwendung, die am 5'-Terminus mit 
einem Aminohexylrest versehen ist. Die Sequenz der L-RNA ist 
5'-CCG CAC CGC ACA GCC GC-3'.  
 
3.4.1 Oligonukleotidfunktionalisierung und Herstellung der 
Referenzsubstanz 
Da das verwendete Oligonukleotid bereits am 5'-Terminus mit einer Aminohexylgruppe 
funktionalisiert erworben wurde, kann an dieser Stelle die Funktionalisierung mit 
Succinimidyl-5-azidvalerat 28 erfolgen. Die Reaktion ist in Abbildung 89 dargestellt. Es 
kommt zum nucleophilen Angriff der Aminogruppe am Carbonylkohlenstoffatom des 
Aktivesters und damit zur Bildung einer Amidbindung. Das Produkt wird im weiteren 
Verlauf als azidON bezeichnet. 
 
 
Abbildung 89: Funktionalisierung eines Oligonukleotids durch Succinimidyl-5-azidvalerat 28 
 
Ähnliche Ansätze werden von Humenik et al. [144], Seo et al., [41] und Inkster et al. 
[48] beschrieben.  
Die Reinigung des azidfunktionalisierten Oligonukleotids erfolgt über SEC, wodurch 
überschüssiger Aktivester 28 abgetrennt werden kann. Das Produkt wurde lyophilisiert 
und über MALDI-TOF MS charakterisiert. Der Verlauf der Reaktion konnte mit 
analytischer HPLC (Chromatographiesäule III) verfolgt werden. In Abbildung 90 ist das 
UV-Chromatogramm der analytischen HPLC des Reaktionsgemischs der Reaktion des 
Oligonukleotids mit Succinimidyl-5-azidvalerat 28 nach 30 min Reaktionszeit 
dargestellt. Dabei weist das Oligonukleotid eine Retentionszeit von 9,5 min auf, das 
azidON hat eine Retentionszeit von 12,9 min. Weitere Chromatogramme wurden nach 
Reaktionszeiten von 60 min und 120 min aufgenommen. 
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Abbildung 90: UV-Chromatogramm (260 nm) der analytischen HPLC des Reaktionsgemischs 
zur Reaktion des Oligonukleotids mit Succinimidyl-5-azidvalerat 28 nach 30 min Reaktionszeit 
 
Die Anteile von Oligonukleotid und azidfunktionalisiertem Oligonukleotid im 
Reaktionsgemisch sind in Abbildung 91 graphisch dargestellt. Nach zwei Stunden 
Reaktionszeit kann die Reaktion als „mit nahezu vollständigem Umsatz abgelaufen 
bezeichnet“ werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 91: Zeitabhängigkeit der Reaktion des Oligonukleotids mit Succinimidyl-5-
azidvalerat 28 
 
Das Oligonukleotid erweist sich, gelöst in 1 M NaHCO3-Lösung bei Raumtemperatur 
über mehrere Stunden, als nicht stabil. Nach 72 h verbleiben 58% des Produkts als 
Anteil im UV-Chromatogramm der analytischen HPLC. Es sollte daher in Lösung bei 
niedrigen Temperaturen (4°C) aufbewahrt bzw. die Re aktion bei geringeren 
Temperaturen (10°C) durchgeführt werden. Die radioa ktive, sowie die nicht-radioaktive 
Reaktions-
zeit 
Anteil Oligo 
tR = 9,5 min 
Anteil azidON  
tR = 12,9 min 
30 min 25% 75% 
60 min  12% 88% 
120 min 4% 96% 
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Kupplung des azidfunktionalisierten Oligonukleotids mit p[18F]F-SA bzw. pF-SA sollen 
ebenfalls mit dem bereits vorgestellten CuBr/TBTA-Katalysatorsystem durchgeführt 
werden, da Oligonukleotide gegenüber Kupferionen nicht stabil sind [143]. Deshalb 
wird TBTA als Komplexbildner eingesetzt, um die Oligonukleotide vor der Zersetzung 
zu schützen. Für die Click-Reaktion wird dem Oligonukleotid ein Gemisch aus 0,1 mg 
CuBr und 0,4 mg TBTA in 10µl Dimethylsulfoxid zugesetzt (Abbildung 92).  
 
  
Abbildung 92: Click-Reaktion zwischen azidON und pF-SA 
 
In Abbildung 93 ist das UV-Chromatogramm der analytischen HPLC des 
Reaktionsgemischs der Click-Reaktion von azidON mit pF-SA nach 90 min 
Reaktionszeit zu sehen. Das Edukt azidON (tR = 12,9 min) kann nicht mehr detektiert 
werden. Es hat sich eine neue Verbindung mit einer Retentionszeit von 15,9 min 
gebildet. Durch Untersuchungen mit MALDI-TOF MS kann diesem Peak das Produkt 
zugeordnet werden. Verbleibendes pF-SA ist mit einer Retentionszeit von 25 min 
ebenfalls im Chromatogramm zu finden. 
 
 
 pF-SA 
 pF-SA-azidON-triazol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 93: UV-Chromatogramm des Reaktionsgemischs zur Click-Reaktion von azidON 
mit pF-SA nach 90 min Reaktionszeit 
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3.4.2 Radiomarkierung des Oligonukleotids mit p[18F]F-SA 
Die Reaktion für die radioaktive Markierung des azidON ist in Abbildung 94 dargestellt. 
Die Bedingungen konnten weitestgehend von der nicht-radioaktiven Reaktion 
übernommen werden. Das Lösungsmittel muss leicht variiert werden. Das verwendete 
p[18F]F-SA wird ausschließlich HPLC-gereinigt eingesetzt.  
 
 
Abbildung 94: Click-Reaktion zwischen azidfunktionalisiertem Oligonukleotid und p[18F]F-SA 
 
Das Radiochromatogramm des Reaktionsgemischs zur Click-Reaktion von azidON mit 
p[18F]F-SA nach 20 min Reaktionszeit bei 10°C ist in Abbildun g 95 zu sehen. Der 
Anteil an radiomarkiertem Oligonukleotid beträgt 30%. Ein Großteil der radiomarkierten 
Substanz (67%) kann verbleibendem p[18F]F-SA zugeordnet werden. 
 
 
 
 p[18F]F-SA 
 
 p[18F]F-SA-azidON-triazol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 95: Radiochromatogramm des Reaktionsgemischs zur Click-Reaktion von azidON 
mit p[18F]F-SA nach 20 min Reaktionszeit bei 10°C 
 
Nach einer wesentlich längeren Reaktionszeit von 80 min wird nur unwesentlich mehr 
Produkt gebildet (Produktanteil im Radiochromatogramm: 44%). Zusätzlich zu 
1 M NaHCO3-Lösung und Dimethylsulfoxid wird Acetonitril im Reaktionsgemisch 
benötigt. Wird kein Acetonitril zum Reaktionsgemisch gegeben, kann keine 
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Produktbildung beobachtet werden. Über die Rolle des Acetonitrils kann nur spekuliert 
werden. Es ist möglich, dass es Einfluss auf die Löslichkeit einzelner Komponenten 
des Reaktionsgemischs hat, die dadurch mehr für die Reaktion zur Verfügung stehen. 
Eine weitere Möglichkeit ist die Beteiligung des Lösungsmittels als Ligand für Kupfer(I)-
Ionen, wodurch die katalysierte Reaktion beschleunigt wird. Jedoch spricht dagegen, 
dass es bei der Markierung von Proteinen nicht notwendig ist Acetonitril zuzusetzen.  
Ein ähnlicher Ansatz wurde von Inkster et al. beschrieben [48]. Der bereits publizierte 
Markierungsbaustein [18F]FPy5yne [90] wird verwendet um ein Oligodesoxynukleotid 
radioaktiv zu markieren (Abbildung 96).  
 
 
Abbildung 96: 1,3-dipolare Cycloaddition zur radioaktiven Markierung eines 
azidfunktionalisierten Oligodesoxynukleotids  
(aminohexyl-5'-CCA TCC CGA CCT CGC GCT CC-3') mit [18F]FPy5yne [48] 
 
Dabei wird der bereits vorgestellte Komplex aus Kupfer(I)-Ionen und TBTA verwendet. 
Zusätzlich wird die Base 2,6-Lutidin zugegeben. Die Reaktion findet in einem Gemisch 
aus Phosphatpuffer und Dimethylformamid bei einer relativ hohen Temperatur 75°C 
innerhalb von 20 min statt. Das Produkt wird mit einer radiochemischen Ausbeute von 
18% (nicht zerfallskorrigiert) erhalten. Die vorgestellten Ergebnisse wurden parallel zu 
den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen angefertigt. Jedoch gibt es einige 
Unterschiede, wie die unterschiedlichen Temperaturen, die Anwendung finden. Ein 
weiterer Unterschied besteht in der Verwendung des Lösungsmittelgemischs. Der 
Zusatz von Acetonitril hat einen erheblichen Einfluss auf die Reaktion. Das von Inkster 
et al. [48] beschriebene Acetonitril-freie LM-Gemisch könnte demnach die Ursache für 
weniger gute Ausbeuten sein, die im Gegenzug eine hohe Temperatur von 75°C 
erfordern.  
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3.5 Vergleichende Diskussion zur Einschätzung der Eignung 
der 1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition zur radioaktiven 
Markierung von biologisch relevanten Molekülen. 
Die Click-Reaktion eignet sich hervorragend für die schonende Markierung von 
biologisch relevanten Molekülen. Aufgrund der milden Reaktionsbedingungen der 
Durchführung im wässrigen Medium und Reaktionstemperaturen, die 40°C nicht 
überschreiten, kann die Reaktion auf ein breites Spektrum an Verbindungen 
angewandt werden. Die hohe Geschwindigkeit der kupferkatalysierten Reaktion führt 
innerhalb kurzer Zeit zu hohen Ausbeuten. Die verwendeten Azid- und Alkingruppen 
sind bioorthogonal zu anderen funktionellen Gruppen und weisen demnach eine hohe 
Toleranz gegenüber anderen Funktionalitäten auf, wodurch die Bildung von 
Nebenprodukten nicht beobachtet werden kann.  
Ein wichtiger Punkt ist und bleibt die vorherige Modifizierung der zu markierenden 
Verbindung, um eine Azid- bzw. eine Alkinfunktionalität einzufügen. Das verwendete 
Verfahren, die Nutzung eines Aktivesters, ist für Peptide und Oligonukleotide geeignet. 
Die Modifizierung des Proteins hingegen führt vermutlich zur Veränderung der 
dreidimensionalen Struktur und hat somit großen Einfluss auf Stabilität und 
Eigenschaften der Verbindung. Eine alternative Vorgehensweise findet sich im 
Ausblick (Kapitel 5, Seite 119) dieser Arbeit.  
Ein weiterer wichtiger Aspekt, der bei der Anwendung dieser Click-Reaktion auf 
biologisch relevante Moleküle berücksichtigt werden muss, ist die Empfindlichkeit 
dieser Verbindungen gegenüber Kupferionen [145]. Kupfer(I)-Ionen sind als 
Katalysator für die Reaktion unumgänglich. Verzichtet man auf Kupferionen, würde die 
Reaktion ausbleiben oder erheblich langsamer verlaufen. Außerdem würde dabei das 
1,4- und das 1,5- disubstituierte Produkt gebildet werden. Die Bildung von Isomeren 
erschwert einerseits die Reinigung und Charakterisierung, andererseits verhalten sich 
Regioisomere unterschiedlich in Bezug auf ihre biologische Aktivität, wie zum Beispiel 
bei Rezeptorbindungen.  
Verbindungen, wie Proteine, können Kupferionen in ihrer Struktur binden. Aminosäuren 
biologisch relevanter Moleküle, sowie Oligonukleotide bzw. DNA binden Kupferionen. 
Das kann zur Konformationsänderung der Strukturen führen und damit die Funktion 
beeinflussen. Kupfer bindet an den N-Terminus von HSA. Jedoch wurde bereits 
nachgewiesen, dass durch Chelatoren die Kupferionen in vitro entfernt werden können 
[145]. TBTA wirkt als Chelatbildner und verhindert somit eine Bindung von Kupfer an 
HSA. Eine Bindung von Kupfer an die untersuchten Phosphopeptide kann 
ausgeschlossen werden. Betrachtet man die Daten der MALDI-TOF 
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Massenspektrometrie kann kein Signal einem Addukt aus Peptid und Kupfer 
zugeordnet werden. Eine Injektion radioaktiver Verbindungen mit höheren 
Kupferionenkonzentrationen könnte zu cytotoxischen Effekten führen, die es zu 
vermeiden gilt [145]. Kupfer ist ein essentielles Metall und kommt zum Beispiel im 
reaktiven Zentrum der Superoxiddismutase vor. Hier spielt es eine entscheidende Rolle 
beim Abbau von reaktiven Sauerstoffverbindungen wie dem Superoxidanion •O2-. 
Kommt es zu einer erhöhten Konzentration von Kupferionen, wirkt dieses cytotoxisch. 
Es werden freie Hydroxylradikale gebildet, die die DNA zerstören können, indem 
Strangbrüche stattfinden, hydroxylierte Basen gebildet werden oder die Desoxyribose 
fragmentiert wird. So kann es auch in vitro zur Zerstörung von Oligonukleotiden 
kommen [143, 145].  
Durch Verwendung von TBTA gelingt es, das Kupfer in einem ausreichend starken 
Komplex zur Verfügung zu stellen, um eine Zerstörung der Oligonukleotide zu 
verhindern und um eine Komplexierung der Kupferionen durch die zu markierende 
Verbindung zu vermeiden. 
 
3.5.1 Vergleich der 1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition mit anderen 
Markierungsmethoden 
In nachstehender Tabelle 31 ist eine Zusammenfassung von verschiedenen 
Markierungsmethoden aufgeführt. Dies soll einen Vergleich der vorgestellten Arbeit zur 
1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition mit bekannten, alternativen Markierungsmethoden 
erlauben. Es gibt eine Vielzahl von bifunktionellen Markierungsbausteinen, die für 
diese Markierungsmethoden Anwendung finden. Deren Vergleich ist aufgrund 
unterschiedlicher Fluoridbindung und Syntheseprozeduren nicht sinnvoll. Der ideale 
Markierungsbaustein verfügt dabei über eine stabile Bindung des [18F]Fluors an das 
Molekül, lässt sich schnell und einfach in hohen Ausbeuten und hohen Aktivitäten 
herstellen und weist Eigenschaften auf, die für die Markierung von biologisch 
relevanten Molekülen notwendig sind.  
 
Die herangezogenen Gruppen wurden anhand folgender Bedingungen ausgewählt: 
• Es wird vorausgesetzt, dass die synthetisierten Bausteine eine stabile, 
aromatische Fluor-Kohlenstoffbindung enthalten.  
• Die Synthese erfolgt über eine nucleophile Substitution durch [18F]Fluorid am 
Aromaten.  
• Der Vergleich wird auf Markierungsreaktionen beschränkt, bei denen die 
verwendeten bifunktionellen Markierungsbautseine in einer vollautomatisierten 
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Modulsynthese hergestellt werden. Dies ist eine Standardvoraussetzung für den 
routinemäßigen Einsatz der Markierungsreaktion, da mit hohen Aktivitäten gearbeitet 
werden kann.  
 
Damit wird der Vergleich auf die in Tabelle 31 dargestellten Gruppen p[18F]F-SA, 
[18F]SFB [20], [18F]FBAM [26] und [18F]FBA [18, 146] begrenzt.  
Zunächst sollen die bereits am Anfang dieses Kapitels aufgezählten Vorteile der 
Cycloaddition im Zusammenhang mit den Markierungsbausteinen betrachtet werden.  
• Die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition zeichnet sich durch milde 
Reaktionsbedingungen aus. Auch Acylierung und Thioetherbildung können bei 
Temperaturen unter 40°C und im wässrigen Milieu dur chgeführt werden. Oxim- und 
Hydrazonbildung werden ebenfalls unter wässrigen Bedingungen durchgeführt, 
erfordern jedoch Temperaturen von 50-60°C, die für Peptide und Oligonukleotide 
wenig problematisch sind, jedoch für Proteine nur bedingt geeignet sind. Hinzu kommt 
die Notwendigkeit, dass die Oximbildung bei einem sehr geringen pH-Wert von zwei 
bis vier durchgeführt wird. Diese Bedingungen sind nicht kompatibel mit den 
Anforderungen für Markierungen vieler biologisch relevanter Moleküle.  
• Sowohl die Cycloaddition, als auch Oxim- und Hydrazonbildung bedienen sich 
funktioneller Gruppen, die zuvor in das zu markierende Molekül eingebracht werden. 
[18F]SFB und [18F]FBAM sind auf ubiquitär vorkommende Amino- bzw. Thiolgruppen 
und deren Zugänglichkeit angewiesen, die durch sterische Hinderung oder durch 
Abhängigkeit vom pH-Wert gemindert sein kann.  
• Die durch die Reaktionen erzielten Markierungsausbeuten variieren in 
Abhängigkeit des zu markierenden Moleküls, d.h. ob es sich um Peptide, Proteine oder 
Oligonukleotide handelt. Des Weiteren ist die radiochemische Ausbeute von der 
Anzahl der verfügbaren, funktionellen Gruppen, an denen die Markierung stattfindet, 
abhängig. Da mit den aufgeführten prosthetischen Gruppen keine Markierung 
desselben Standardpeptids, -proteins bzw. -oligonukleotid erfolgte, ist ein direkter 
Vergleich der radiochemischen Ausbeute, wie es in den Kapiteln 3.2.3 (Seite 82) und 
Kapitel 3.3.3 (Seite 103) geschehen ist, nicht möglich. So ist in Tabelle 30 (Seite 103) 
zur Markierung von HSA deutlich zu erkennen, dass sich die Cycloaddition durch einen 
sehr hohen Umsatz (94%) des p[18F]F-SA auszeichnet. In Tabelle 23 (Seite 85) zur 
Peptidmarkierung kann kein wesentlicher Unterschied zwischen den 
Markierungsmethoden festgestellt werden. Das Peptid wird in ähnlichen Ausbeuten 
erhalten, wobei für die Click-Reaktion die Peptidkonzentration um max. 50% reduziert 
werden kann im Vergleich zur Acylierung. 
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• Der Erfolg der Markierungsreaktion ist nicht zuletzt abhängig vom eingesetzten 
Markierungsbaustein. Für jede der vier Markierungsreaktionen ist in Tabelle 31 nur ein 
Baustein ausgewählt aufgrund der bereits genannten Kriterien der Herstellbarkeit. Es 
gibt zahlreiche andere bifunktionelle Markierungsbausteine, die sich hinsichtlich ihrer 
Eigenschaften, wie Lipophilie und Stabilität, von den aufgeführten Gruppen 
unterscheiden.  
So besitzen die Gruppen p[18F]F-SA, [18F]SFB und [18F]FBA eine Lipophilie, die das 
Arbeiten im wässrigen Milieu erlaubt. Die Lipophilie von [18F]FBAM liegt mit logP = 2,7 
höher und erschwert damit die Reaktion. Hier gibt es jedoch als Alternative das 
[18F]FBOM (4-[18F]Fluorbenzaldehyd-O-(2-{2-[2-(pyrrol-2,5-dion-1-yl)ethoxy]ethoxy}-
ethyl)oxim), eine ähnliche Verbindung wie [18F]FBAM, die jedoch ein Polyetherrückgrat 
trägt und deshalb eine Lipophilie von logP = 0,9 aufweist [29].  
• Einen Unterschied findet man in der spezifischen Aktivität der Verbindungen, 
die mit der Synthese erreicht wird. [18F]SFB weist mit 35 GBq/µmol bereits eine 
annehmbare spezifische Aktivität auf. [18F]FBAM liegt mit einem Wert von 
76 GBq/µmol etwas höher. Mit p[18F]F-SA wurden spezifische Aktivitäten von 120-
570 GBq/µmol erreicht. Für [18F]FBA wurden für die betreffende Anwendung keine 
spezifischen Aktivitäten bestimmt.  
• Ein weiterer Aspekt, der berücksichtigt werden muss, ist die Stabilität des 
Markierungsbausteins unter Markierungsbedingungen. Ein Nachteil ergibt sich für 
[18F]SFB, das bei pH-Werten über sieben teilweise hydrolysiert wird. Es bildet sich 
[18F]Fluorbenzoesäure, die so nicht mit Aminogruppen reagieren kann. p[18F]F-SA 
weist bei hohen pH-Werten eine Instabilität auf. Das führt zur Bildung von 
Zersetzungsprodukten bei der Herstellung dieses Bausteins. Für die Markierung von 
biologisch relevanten Molekülen spielt dies jedoch keine Rolle.  
• Zuletzt soll die Herstellung der bifunktionellen Markierungsbausteine betrachtet 
werden. So ist für [18F]SFB eine Dreischritt-Zweitopf-Synthese nötig, die die 
Verwendung eines Synthesemoduls mit zwei Reaktionsgefäßen erfordert. [18F]FBAM 
wird in einer Zweischritt-Eintopfsynthese hergestellt. p[18F]F-SA und [18F]FBA können 
in einem Schritt synthetisiert werden. Prinzipiell ist die Herstellung über eine 
Einschrittsynthese günstiger, da sie einfacher zu realisieren ist. Die 
Markierungsbausteine, mit Ausnahme von [18F]FBA, können in ähnlichen Ausbeuten 
von 27-40% innerhalb von 70-80 min hergestellt werden, wobei [18F]SFB und [18F]FBA 
durch Festphasenextraktion gereinigt vorliegen. p[18F]F-SA und [18F]FBAM werden 
durch HPLC gereinigt. [18F]FBA kann mit einer RCA von 70% erhalten werden [147]. 
Die Festphasenextraktion ist eine einfache, schnelle und kostengünstige Methode. Es 
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können aber nur schwer die chemischen und radiochemischen Reinheiten einer 
HPLC-gereinigten Verbindung erreicht werden.  
 
Aufgrund diesen Vergleichs stellt p[18F]F-SA einen Markierungsbaustein dar, der sehr 
gute Eigenschaften besitzt und vergleichsweise einfach zu synthetisieren ist. Die 
1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition bietet den Vorteil einer sehr spezifischen Reaktion 
aufgrund bioorthogonaler funktioneller Gruppen. Sie läuft bei Temperaturen unterhalb 
40°C ab und kann bei physiologischem pH-Wert durchg eführt werden. Damit 
unterscheidet sie sich von den zum Vergleich herangezogenen Reaktionen, die diese 
Kritikpunkte nur teilweise erfüllen. Damit erweitert die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition 
das Spektrum der Markierungsreaktionen und bietet das Potential zur Markierung 
verschiedenster und auch empfindlicher biologisch relevanter Moleküle.  
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Tabelle 31: Vergleich verschiedener Markierungsmethoden 
Markierungs-
methode 
Beispiel eines bifunktionellen 
Markierungsbausteins  
PRO CONTRA 
1,3-dipolare 
Cycloaddition 
 
• Herstellung der prosthet. Gruppe in 
Einschrittsynthese 
• hohe Triebkraft der Reaktion 
• logP = 1,7 
• Reaktion <40°C, Puffersystem 
• Bioorthogonalität 
• Azidgruppe am Zielmolekül erforderlich 
Acylierung an 
Aminogruppen 
 
 
Wester et al. (1996) [20] 
• Reinigung über SPE 
• logP = 1,8 
• Reaktion <40°C, 
Puffersystem/organisches LM 
• Herstellung der prosthet. Gruppe in 
Dreischrittsynthese 
• Synthesemodul erfordert zwei 
Reaktionsgefäße 
• Aktivester wird hydrolysiert 
• Reaktion mit ubiquitär vorkommenden 
Aminogruppen 
• Reaktion ist pH-abhängig 
Michael 
Addition unter 
Ausbildung 
von 
Thioethern 
 
Berndt et al. (2007) [26] 
Toyokuni et al. (2004) [25] 
• Reaktion <40°C, Puffersystem • Herstellung der prosthet. Gruppe in 
Zweischrittsynthese 
• Reaktion mit ubiquitär vorkommenden 
Thiolgruppen 
• Hohe Lipophilie (logP = 2,7) 
Hydrazon-
bildung bzw. 
Oximbildung 
 
Chang et al. (2005) [18] 
Poethko et al. (2004) [146] 
• Herstellung der prosthet. Gruppe in 
Einschrittsynthese 
• logP = 1,9 
• Bioorthogonalität 
• Hydrazin- bzw. Aminooxygruppe am 
Zielmolekül erforderlich 
• Oximbildung unter harten Bedingungen 
(pH = 2-4, 60°C) nicht für Proteine 
geeignet 
• Hydrazonbildung bei 50-60°C 
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4 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Die Radiomarkierung biologisch relevanter Verbindungen mit dem Radionuklid 18F 
erlaubt Untersuchungen mit Hilfe der Positronen-Emissions-Tomographie. Diese 
Radiotracer sind Grundlage für die in vivo-Erforschung der Physiologie des 
menschlichen Organismus, sowie zur Aufklärung und Nachverfolgung pathologischer 
Prozesse. Neben bekannten Ansätzen der Acylierung, Thioetherbildung und 
Hydrazonbildung ist es notwendig neue Markierungsmethoden zu entwickeln, um 
Probleme bei Markierungsreaktionen, wie niedrige Ausbeuten und Denaturierung 
empfindlicher biologisch relevanter Moleküle, zu umgehen. Die vorliegende Arbeit 
beschäftigt sich mit der Evaluation der Click-Chemie, speziell der 1,3-dipolaren 
[3+2]Cycloaddition von Alkin- und Azid-Derivaten als neue, alternative Reaktion zur 
Markierung von biologisch relevanten Molekülen.  
 
Ziel der Arbeit war es einen 18F-markierten, bifunktionellen Markierungsbaustein, 
versehen mit einer Alkinfunktion durch eine vollautomatisierte Synthese 
(Modulsynthese) herzustellen. Ein Peptid, ein Protein und ein Oligonukleotid als 
biologisch relevante Moleküle, sollten mit einer Azidfunktionalität versehen werden. Mit 
Hilfe eines geeigneten Katalysator-Ligandsystems sollten ein bifunktioneller 
Markierungsbaustein, sowie ein azidfunktionalisiertes biologisch relevantes Molekül 
miteinander gekuppelt werden unter Verwendung der 1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition. 
Die untersuchte Methode sollte mit anderen Markierungsmethoden verglichen werden.  
 
Zunächst wurde eine Modulsynthese zur einfachen, schnellen und vollautomatisierten 
Herstellung eines alkinfunktionalisierten Synthesebausteins, 4-[18F]Fluor-N-methyl-N-
(prop-2-inyl)benzolsulfonamid, p[18F]F-SA, entwickelt. Dieser basiert auf einem 
Sulfonamid-Derivat und ist mit dem Positronenstrahler 18F gekuppelt. Ausgehend von 
einer Trimethylammonium-Markierungsvorstufe kann das p[18F]F-SA mit einer 
radiochemischen Ausbeute von 27-40% und einer radiochemischen Reinheit >99% 
innerhalb von 80 min hergestellt werden. Die Reaktion läuft in Sulfolan bei 80°C 
innerhalb von 10 min ab. Das Produkt liegt aufgrund der HPLC-Reinigung mit einem 
hohen Reinheitsgrad (RCR >99%) vor und weist eine spezifische Aktivität von 
120-570 GBq/µmol auf.  
p[18F]F-SA eignet sich zur Markierung von biologisch relevanten Molekülen, da es 
unter den Markierungsbedingungen der Cycloaddition stabil ist und eine für das 
Arbeiten im wässrigen Milieu günstige Lipophilie (logP = 1,7) aufweist.  
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Die verschiedenen Beispiele der drei Verbindungsklassen werden mit einer 
Azidfunktion versehen. Ein Phosphopeptid, HSA und ein Aminohexylspacer-tragendes 
Oligonukleotid werden mit Succinimidyl-5-azidvalerat umgesetzt, wodurch eine 
Funktionalisierung an den Aminogruppen erfolgt. Während das Phosphopeptid und das 
Oligonukleotid einfach azidfunktionalisiert vorliegen, werden durch diese Methode 27 
Azidreste an das HSA angebracht. Damit stehen Alkin- und Azid-Derivat für die 
Cycloaddition zur Verfügung.  
Das Phosphopeptid konnte mit einer Ausbeute von 29% innerhalb von 45 min 
hergestellt werden. Als Katalysator-Ligandsystem wird ein Gemisch aus Kupfersulfat 
und Natriumascorbat in Boratpuffer (pH = 8,4) eingesetzt. Man geht von 0,3-0,4 mg der 
peptidischen Markierungsvorstufe aus. Die Methode wurde mit der [18F]SFB-
Markierung des Phosphopeptids verglichen. Man erhält ähnliche Ausbeuten und 
Reinheiten bei ähnlichen Reaktionsbedingungen. Ein wesentlicher Vorteil ist die Höhe 
der spezifischen Aktivität des eingesetzten p[18F]F-SA, die bis zu zehnfach höher ist, 
als die des [18F]SFB. Das führt vermutlich zu einem ähnlichen Unterschied der 
spezifischen Aktivitäten der markierten Peptide, die jedoch nicht genau bestimmt 
wurden. Auch sind die Reaktionszeiten zur Peptidmarkierung bei Nutzung von 
p[18F]F-SA um ein Drittel geringer. Das führt zur Verminderung der gesamten 
Synthesezeit.  
 
Die Markierung von azidfunktionalisiertem HSA (Beispielprotein) erfolgt mit einer 
radiochemischen Ausbeute von 57% innerhalb von ca. 45 min. Als Katalysator-
Ligandsystem wird ein Komplex aus TBTA und Kupfer(I)-Ionen in 
Phosphatpuffer (pH = 7,4) / Dimethylsulfoxid verwendet. Die Masse der eingesetzten 
Markierungsvorstufe beträgt 0,3 mg. Ein Vergleich der Markierungsmethode erfolgte 
mit der Markierung mit den bifunktionellen Markierungsbausteinen [18F]SFB und 
[18F]FBA. Bei gleicher Proteinkonzentration ist der Umsatz von p[18F]F-SA mit 94% am 
höchsten. Die Reaktion des hydrazinfunktionalisierten HSA mit [18F]FBA erfordert 
Temperaturen von 50-60°C, um einen Umsatz des Marki erungsbausteins in ähnlicher 
Höhe wie bei Markierungen mit p[18F]F-SA und [18F]SFB zu erreichen. Die 
Bedingungen für die Markierung mit [18F]SFB weicht dahingehend ab, dass ein 
pH-Wert von 8,4 angewandt wird um eine Markierung zu erreichen. Grund ist die 
Notwendigkeit der Deprotonierung der im HSA vorhandenen, bei niedrigeren 
pH-Werten protonierten Aminogruppen. Das limitiert die Reaktion auf einen Bereich um 
diesen pH-Wert.  
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Die Untersuchung der Markierung von Oligonukleotiden ergab, dass ebenfalls ein 
Komplex aus TBTA und Kupfer(I)-Ionen notwendig ist. Als Lösungsmittel dient ein 
Gemisch aus 1 M Natriumhydrogencarbonat-Lösung, Acetonitril und Dimethylsulfoxid 
(14:5:1). Nach 20 min Reaktionszeit bei 10°C kann d as Produkt mit einem Anteil von 
30% im Reaktionsgemisch nachgewiesen werden. Damit ist nachgewiesen, dass auch 
die Markierung von Oligonukleotiden unter milden Bedingungen mit dieser Reaktion 
möglich ist.  
 
Zusammenfassend kann man feststellen, dass sich Click-Reaktion hervorragend für 
die schonende Markierung der biologisch relevanten Moleküle Phosphopeptid, HSA 
und Oligonukleotid eignen. TBTA wirkt während der Reaktion als Chelatbildner für die 
Kupfer(I)-Ionen und verhindert somit eine Bindung an die zu markierenden Moleküle 
oder deren Zersetzung. Damit wird die Stabilität der biologisch relevanten Moleküle 
gewährleistet und bei in vivo-Anwendung, das Einbringen cytotoxischen Kupfers 
verhindert.  
Im Zuge der Untersuchungen wurde ein Vergleich der Markierungsreaktionen 
Acylierung, Thioetherbildung, sowie Hydrazon- und Oximbildung durchgeführt. Die 
bifunktionellen Markierungsbausteine [18F]SFB, [18F]FBAM und [18F]FBA wurden dafür 
herangezogen. Die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition unterscheidet sich von den zum 
Vergleich herangezogenen Reaktionen. Sie vereint die positiven Eigenschaften der 
anderen Markierungsreaktionen in sich: 
• Die Reaktion läuft unter milden Reaktionsbedingungen ab.  
• Der verwendete Markierungsbaustein p[18F]F-SA ist unter den 
Markierungsbedingungen stabil und lässt sich in einer Einschrittsynthese mit Hilfe 
eines vollautomatisierten Synthesemoduls einfach in hohen Ausbeuten und Reinheiten, 
sowie mit einer hohen spezifischen Aktivität herstellen.  
Damit erweitert die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition das Spektrum der 
Markierungsreaktionen und bietet das Potential zur Markierung verschiedenster 
biologisch relevanter Moleküle. 
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5 Ausblick 
Die positiven Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Fortführen der Arbeit 
sinnvoll in Hinsicht auf konkrete Anwendungen ist. Die 1,3-dipolare [3+2]Cycloaddition 
weist ein hohes Potential als Markierungsreaktion in der Radiopharmazie auf. Das 
zeigt bereits das breite Spektrum markierter Peptide, publiziert durch zahlreiche 
Arbeitsgruppen [85, 148].  
Die Anwendung der Reaktion auf Proteine muss weiter untersucht werden. Dabei muss 
vor allem betrachtet werden, dass eine Funktionalisierung dieser Moleküle mit Azid- 
bzw. Alkinresten notwendig ist. Jedoch sollten möglichst geringe Veränderungen der 
biologisch relevanten Moleküle auftreten. Die Modifikation mit einem einzigen Rest ist 
wünschenswert und wirft dabei die Frage auf, ob eine Radiomarkierung mit ähnlich 
guten Ausbeuten stattfinden kann, wie es in der vorliegenden Arbeit für HSA 
beschrieben wurde. Es ergeben sich mehrere Möglichkeiten: 
• Die Kupplung des Azidrestes an Aminogruppen unter Nutzung von Aktivestern 
kann durch die Verwendung verschiedener Konzentrationen der Reaktanden 
beeinflusst werden. Geringere Konzentrationen des Aktivesters führen vermutlich zu 
einer geringeren Modifikation des Proteins. Außerdem kann die funktionelle Gruppe zur 
Kupplung variiert werden. Statt eines Succinimidylaktivesters könnte ein Maleinimid 
verwendet werden, welches mit Thiolgruppen des Moleküls reagiert. Da HSA eine freie 
Thiolgruppe besitzt, eignet sich dieser Ansatz hierfür und ist gleichzeitig auf einen 
derartigen Fall limitiert. Alternativ kann eine Modifikation bereits während der Synthese 
des betreffenden biologisch relevanten Moleküls erfolgen unter Verwendung des 
natürlichen Translationsapparats [37, 149]. So werden Aminosäuren zugesetzt, die 
eine Alkin- bzw. eine Azidfunktion tragen und als Methioninanaloga in das Protein 
eingebaut werden. Kiick et al. [125] stellen mit Hilfe dieses Ansatzes ein 
azidfunktionalisiertes Protein dar. Auch hier muss eine Evaluation des Grades der 
Veränderung des Proteins erfolgen und es muss beachtet werden, dass so mehrere 
Azidreste eingebaut werden können.  
Das Potential der Click-Chemie ist mit der 1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition noch nicht 
erschöpft. Andere Reaktionen wie die Staudinger-Ligation [37] zählen zur Klasse der 
Click-Reaktionen und weisen eine ähnlich gute Eignung für die Markierung von 
biologisch relevanten Molekülen auf. So finden sich bereits Ansätze zur 
Staudinger-Ligation in der Literatur [76-78], wobei auch hier die Bioorthogonalität der 
funktionellen Gruppen eine entscheidende Rolle spielt. 
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6 Experimenteller Teil 
6.1 Material 
6.1.1 Chemikalien 
Chemikalien Reinheit Hersteller 
1-[3-(Dimethylamino)propyl]-3-
ethylcarbodiimid (EDC) 
98+% Aldrich 
1-Hydroxybenzotriazol  MultiSynTech 
1-Methyl-2-pyrrolidon for peptide synthesis Fluka 
2,6-Dihydroxybenzoesäure  Bruker Daltonics 
2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin 98% Aldrich 
3-Butinol  97% Aldrich 
3-Hydroxypicolinsäure  Bruker Daltonics 
4-Fluorbenzolsulfonylchlorid  Aldrich 
4-Fluorthiophenol 98% Aldrich 
4-Nitrobenzolsulfonsäurechlorid 97% Aldrich 
4-Nitrothiophenol  80% tech.  Aldrich 
5-Hexinsäure  97% Aldrich 
Aceton  technical VWR BDH PROLABO 
Acetonitril puriss.; absolute over 
molecular sieve  
Fluka 
Acetonitril gradient grade for 
liquid chromatography 
Merck LiChrosolv 
Ammoniumhydrogencarbonat Reagent Plus ≥99%,  Sigma-Aldrich 
Chloroform analytical reagent 
grade 
Fisher Scientific 
Dichlormethan puriss.; absolute over 
molecular sieve  
Fluka 
Diethylether  VWR 
Diisopropylethylamin peptide synthesis 
grade 
BIOSOLVE LTD 
Dimethylformamid  puriss.; absolute 
≥99,8% (GC) 
Fluka 
Dimethylformamid für 
Peptidsynthese 
biotech grade, 
≥99,9% 
  
Dimethylsulfoxid puriss.; absolute over 
molecular sieve  
Fluka 
Dinatriumhydrogenphosphat 
Dihydrat 
SigmaUltra ≥99.0% Sigma-Aldrich 
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Dioxan puriss.; absolute over 
molecular sieve  
Fluka 
DL-Dithiothreitol Ultra ≥99,0% (RT) Fluka BioChemika 
Endoproteinase Glu-C  Aldrich 
Endoproteinase Lys-C (Tricine, 
EDTA) 
 Aldrich 
Essigsäure ≥99% zur Synthese Roth 
Ethandithiol purum; ≥98,0% (GC) Fluka 
Ethanol pro analysi Merck 
Ethylacetat AnalaR NORMAPUR VWR BDH PROLABO 
Fmoc-Glutamin (Trt)  MultiSynTech 
Fmoc-Methionin  MultiSynTech 
Fmoc-Prolin  MultiSynTech 
Fmoc-Serin (tBu)  MultiSynTech 
Fmoc-Thr(PO(OBzl)OH)-OH  Bachem 
Fmoc-Threonin  MultiSynTech 
Formaldehydlösung 37%ig zur Analyse 
stabilisiert mit 10% 
MeOH 
Merck 
High-Range Rainbow Molecular 
Weight Marker (RPN756)   
 Amersham Biosciences 
Human Serum Albumin ~99% (agarose gel 
electrophoresis) fatty 
acid ≤0,007% 
Sigma 
Iod pro analysi Merck 
Iodacetamid purum ≥98,0% (AT) Fluka 
Kaliumcarbonat pro analysi Merck 
Kaliumdihydrogenphosphat  MicroSelect for 
molecular biology 
Fluka 
Kieselgel    
Kryptofix    
Kupfer(I)-bromid 98% Aldrich 
Kupfersulfat Pentahydrat pro analysi Apolda 
Low-Range Rainbow Molecular 
Weight Marker (RPN755) 
 Amersham Biosciences 
Methanol gradient grade for 
liquid chromatography 
Merck LiChrosolv 
Methansulfonylchlorid  puriss. ≥99% (CI) Fluka 
Trifluormethansulfonsäure-
methylester 
99+% Aldrich 
Molybdatophosphorsäure 20 Gew% in EtOH Aldrich 
HBTU  MultiSynTech 
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Natriumascorbat min 99% VWR BDH PROLABO 
Natriumazid >99% Merck-Schuchardt 
Natriumborhydrid purum p.a. ≥96% (gas 
volumetric) 
Fluka 
Natriumbromid purum p.a., ≥99.0% 
(AT) 
Fluka 
Natriumcarbonat puriss. p.a. Riedel-de Haen 
Natriumchlorid 99,5% p.a. Roth 
Natriumhydroxid  Plätzchen, reinst Merck 
Natriumsulfat wasserfrei, reinst, fein 
gepulvert 
Merck 
Natriumtetraborat Decahydrat pro analysi Merck 
N-Hydroxysuccinimid purum ≥97,0%(T) Fluka 
N-Methylpropargylamin  95% Aldrich 
Oligo 2 (RNA)  NOXXON 
Oligonukleotidstandard I  Bruker Daltonics 
Oxon (2 KHSO5*KHSO4*K2SO4)  Aldrich 
Pentamethylcyclopentadienyl-
bis(triphenylphosphin)-
ruthenium(II)chlorid 
 Aldrich 
Peptidstandard  Bruker Daltonics 
Petrolether Siedebereich 40-65°C VWR 
Piperidin Reagent Plus 99% Sigma Aldrich 
Propargylalkohol  purum ≥99% (GC) Fluka 
Proteinstandard I  Bruker Daltonics 
PS-PHB-LeuFmoc Capacity 
0,65 mmol/g 
 RAPP-Polymere 
Salzsäure, rauchend 37% pro analysi Merck 
Schwefelsäure 2,5 mol/l  Merck 
Seesand grain size~0,1–0,3mm Riedel-de Haёn 
Sinapinsäure  Bruker Daltonics 
Sulfolan puriss., ≥99,5% (GC)  Fluka 
Tetrabutylammoniumhydroxid 
Lösung 
puriss. Fluka Chemika 
Tetrahydrofuran analytical reagent 
grade  
Fisher Scientific 
Tetrahydrofuran puriss., absolute over 
molecular sieve  
Fluka 
Thioanisol 99%(GC) Aldrich 
Triethylamin GC >99% Merck-Schuchardt 
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Trifluoressigsäure 99+% 
spectrophotometric 
grade 
Sigma-Aldrich 
Trifluoressigsäure für 
Peptidsynthese 
99,5% for 
biochemistry 
ACROS Organics 
TBTA 97% Aldrich 
Trypsin from bovine pancreas suitable for protein 
sequencing 
Aldrich 
Zinn(II)chlorid Dihydrat 98% Aldrich 
α-Hydroxycyanozimtsäure  Bruker Daltonics 
 
 
6.1.2 Lösungen und Puffer 
Lösung / Puffer Zusammensetzung / Herstellung 
86%ige Kryptofixlösung 500 mg Kryptofix K2.2.2 
92,3 mg K2CO3 
- Kaliumcarbonat in 7 ml Wasser lösen 
- Kryptofix in Acetonitril lösen 
- Gemisch auf 50 ml mit Acetonitril 
   auffüllen 
Borax-Kaliumdihydrogenphosphatpuffer 
nach Kolthoff [130] 
(pH = 8,4) 
62 ml 0,1 M Borax-Lösung 
38 ml 0,1 M Kaliumdihydrogenphosphat-
 Lösung 
Phosphatpuffer (PBS, pH = 7,5) 8 g Natriumchlorid 
0,2 g Kaliumchlorid 
1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat 
 Dihydrat 
0,24 Kaliumdihydrogenphosphat  
- auf 1 l dest. Wasser auffüllen 
Sörensen-phosphatpuffer (pH = 7,4) 18,2 ml Kaliumdihydrogenphosphat (9,1 g  
 in 1 l dest. Wasser) 
81,8 ml Dinatriumhydrogenphosphat 
 Dihydrat (11,9 g in 1 l dest. Wasser) 
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6.1.3 Geräte 
Gerät / Material Bezeichnung 
Aktivimeter Isomed 2000. Nuklear-Medizintechnik 
Dresden GmbH 
Chromatographiesäule I Machery Nagel EC 250/4.6 NUCLEOSIL 
100-5C18 Nautilus (analytisch) 
Chromatographiesäule II Machery Nagel VP 250/10 NUCLEOSIL 
100-5C18 Nautilus (semipräparativ) 
Chromatographiesäule III Waters XTerra® MS C18 2,5 µm, 
3,0x50 mm (analytisch) 
Zyklotron CYCLONE 18/9,  
Ion Beam Application, Belgien und 
Radionuklid-Transportsystem 
DC-Kammer CAMAG 
Gelelektrophorese (radioaktiv) 
 Elektrophoresekammer 
 Energieversorgung 
 
 Thermostat 
 
Amersham Bioscience Multiphor II 
Amersham Bioscience Electrophoresis 
Power Supply EPS 3501 XL 
Amersham Bioscience MultiTemp III 
Größenausschlusschromatograph 
 Software 
 Säule 
ÄKTAprime plus GE Healthcare, 
München 
PrimeView (Version 5.0) 
Entsalzersäule (V = 5 ml) Sephadex 
Heizfühler Heidolph EKT 3001 
Heizrührer Heidolph MR 3001 K 
HPLC-System I 
 UV-Detektor 
Pumpe 
GammaDetektor 
 Autosampler 
Software 
 
Elite LaChrom VWR Hitachi L-2400 
Elite LaChrom VWR Hitachi L-2130 
Raytest GABI 
Elite LaChrom VWR Hitachi L-2200 
EZStart 
HPLC-System II 
 DiodenArrayDetektor, Pumpe, 
 Autosampler 
 Interface 
 Software 
 
Hewlett Packard Series 1050 
 
HP 35900-C 
ChemStation for LC Agilent Technologies 
HPLC-System III 
 UV-Detektor 
Pumpe 
Degasser 
Software 
 
Jasco UV-1575 
Jasco PU-1580 
Jasco DG-2080-53 
GE TRACERlabTM FX F-N 
Kartusche I Waters Sep-Pak plus tC18 
Kartusche II Waters Sep-Pak light 
Kartusche III Waters SEP-PAK Light Waters AccellTM 
Plus QMA 
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Kieselgelplatten 
 
Merck DC-Alufolien 20 x 20 cm 
Kieselgel 60 F254 
Lyophilisator 
 Gefriertrocknungsanlage 
 
 
 Pumpe 
 
Christ Gefriertrocknungsanlagen, 
Rotations-Vakuum-Konzentratoren 
Gefriertrocknungsanlage ALPHA 2-4 LCS 
Vacuubrand Chemie-Hybrid Pumpe RC6 
Massenspektrometer I 
 Ionisierung 
Quattro-LC, Micromass, Großbritannien 
ESI Elektronensprayionisation 
Massenspektrometer II 
 Ionisierung 
Bruker autoflex II TOF/TOF 
FAST 
NMR VARIAN, UNITY INOVA 400 
Peptidsynthesizer 
 Software 
Syro I, Multisyntech GmbH 
Syro XP 
pH-Meter Metrohm 713 pH Meter 
Radioluminographie-Imager 
 
 Software (Auswertung) 
BAS 5000, Fuji, Japan  
Eraser raytest 
AIDA – Advanced Image Data Analyzer 
Version 4.10.020 
Schmelzpunktmessgerät 
 Sekundärthermometer  
 Heizgerät 
Cambridge Instuments GalemTM III 
Testoterm testo 700 
Leica AG Reichert Division Type 651501 
Synthesemodul GE TRACERlab™ FX F-N 
Szintillationsmessgerät COBRA II Canberra Packard 
Thermomixer Eppendorf compact / comfort 
Ultraschallbad VEB zft microelectronic 
Vortexer IKA® VORTEX Genius 3 orbital shaker 
Waage I Sartorius AG-Göttingen H 94 
Waage II Satorius BP 211 D 
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6.2 Methoden 
6.2.1 Festphasenextraktion  
Für die Festphasenextraktion werden verschiedene Kartuschen eingesetzt. Je nach 
Trennproblem finden unterschiedliche Materialien Einsatz. Für die 
[18F]Fluorid-Abtrennung vom Targetwasser findet eine Accell Plus QMA Light 
Kartusche der Firma Waters® Anwendung. Es handelt sich um einen Kieselgel-
basierten hydrophilen Anionentauscher. Die Reinigung von organischen Verbindungen 
basiert auf Sep-Pak® Plus-C18-Kartuschen von Waters®. Sie basieren ebenfalls auf 
Kieselgel und sind stark hydrophob. 
 
6.2.2 Flash-Chromatographie 
Die Flash-Chromatographie [150] wird mit Kieselgel (230-400 mesh) der Fa. MERCK als 
stationäre Phase durchgeführt. Die angegebenen Laufmittelzusammensetzungen 
stellen Volumenverhältnisse dar. 
 
6.2.3 Gelpermeationschromatographie  
Die Gelpermeationschromatographie wird auch als Größenausschlusschromatographie 
bezeichnet. Sie erfolgt mit Hilfe der ÄKTAprime plus von GE Healthcare. Ein 
integrierter UV-Detektor und Fraktionssammler erleichtern die Trennung. Als Säule 
dient eine HiTrap-Säule gefüllt mit Sephadex mit einem Volumen von 5 ml. Für 
radioaktive Versuche ist entweder ein Gammadetektor zwischengeschaltet oder die 
gesammelten Fraktionen werden einzeln über ein Aktivimeter vermessen.  
 
6.2.4 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 
Die chromatographische Trennung erfolgt über verschiedene Chromatographiesäulen 
und Elutionssysteme, die in Tabelle 32 beschrieben sind.  
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Tabelle 32: Zuordnung von HPLC-Systemen und Chromatographiesäulen entsprechend ihrer 
Anwendung 
 
Anwendung und HPLC Elutionssysteme 
Analytische HPLC für die Synthese von 
pF[18F]-SA 
 
- HPLC-System I  
- Chromatographiesäule I 
- Fluss: 1 ml/min 
- A...0,1%ige TFA 
- B...Acetonitril (0,1% TFA) 
 
Isokratischer Lauf 
 A B 
 60% 40% 
Peptidreinigung nach Peptidsynthese 
und Modifikation (nicht-radioaktiv) 
- HPLC-System II 
- Chromatographiesäule II 
- Fluss: 2 ml/min 
- A...0,1%ige TFA 
- B...Acetonitril (0,1% TFA) 
 
Gradient I 
Zeit A B 
0 min 90% 10% 
10 min 90% 10% 
20 min 80% 20% 
40 min 70% 30% 
50 min 50% 50% 
 
Gradient II 
Zeit A B 
0 min 90% 10% 
30 min 40% 60% 
45 min 30% 70% 
 
Gradient III 
Zeit A B 
0 min 80% 20% 
35 min 50% 50% 
 
Gradient IV 
Zeit A B 
0 min 90% 10% 
15 min 80% 20% 
25 min 80% 20% 
40 min 40% 60% 
45 min 40% 60% 
Peptidreinigung nach Radiosynthese 
- HPLC-System III 
- Chromatographiesäule II 
- Fluss: 2 ml/min 
- A...0,1%ige TFA 
- B...Acetonitril (0,1% TFA) 
 
Isokratischer Lauf 
 A B 
 60% 40% 
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Analytische HPLC für Radiomarkierung 
von Peptiden 
 
- HPLC-System I 
- Chromatographiesäule I 
- Fluss: 1 ml/min 
- A...0,1%ige TFA 
- B...Acetonitril (0,1% TFA) 
 
Isokratischer Lauf 
 A B 
 60% 40% 
Analytische HPLC für Radiomarkierung 
von Oligonukleotiden 
 
- HPLC-System I 
- Chromatographiesäule III 
- Fluss: 0,3 ml/min 
- A...Acetonitril 
- B...50 mM TEAA 
 
Gradient V 
Zeit A B 
0 min 5% 95% 
30 min 50% 50% 
 
6.2.5 Dünnschichtchromatographie 
Für nicht-radioaktive Substanzen 
Für die Reaktion nicht-radiomarkierter Substanzen wird zur Analytik und 
Reaktionskontrolle die Dünnschichtchromatographie verwendet. Dafür werden die 
entsprechenden Lösungen auf kieselgelbeschichtete Aluminiumplatten (Normalphase 
und Umkehrphase) der Firma Merck aufgebracht. Die Entwicklung erfolgt aufsteigend 
in einer mit dem entsprechenden Laufmittel gesättigten Kammer. Als Laufmittel dienen 
unterschiedliche Lösungsmittelgemische. Die Kieselgelplatten beinhalten den 
Fluoreszenzmarker F254. Das ermöglicht ein Detektion bei 254 nm absorbierender 
Substanzen mit einer UV-Lampe der Wellenlänge 254 nm. Außerdem wird zur 
Detektion das Anfärben in einer Iodkammer, sowie die Derivatisierung mit einer Lösung 
von Molybdatophosphorsäure in Ethanol mit anschließender thermischer Entwicklung 
ausgenutzt.  
 Für radioaktive Substanzen 
Für die Reaktion von radioaktiv markierten Substanzen wird zur Analytik ebenfalls die 
Dünnschichtchromatographie verwendet. Die Entwicklung erfolgt, wie bereits 
beschrieben. Für die Detektion wird aufgrund der geringen Substanzmengen die 
Radioluminographie verwendet. Die Dünnschichtchromatographieplatten werden mit 
Hilfe des Radioluminographie-Imagers ausgewertet. Es handelt sich um ein 
Speicherfoliensystem. Dazu wird eine Folie, bestehend aus europiumdotierten 
Bariumfluorbromidkristallen, verwendet. Die Auswertung erfolgt über das Programm 
AIDA. Es kann die radiochemische Ausbeute und radiochemische Reinheit bestimmt 
werden. Die erhaltenen Radiodünnschichtchromatogramme werden durch 
photostimulierte Lumineszenz (PSL) auf der y-Achse und durch die Laufstrecke in mm 
auf der x-Achse charakterisiert. 
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6.2.6 Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
Für die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) werden kommerziell erhältliche 
SDS-Gele (ExcelGel 20%ig) oder native 20%ige Polyacrylamidgele verwendet. Die 
Proben werden mit 1/5 Volumen SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C 
denaturiert. Als Molmassenmarker dienen der High-Range Rainbow Molecular Weight 
Marker (14300-220000, code RPN756). Die Banden der Proteine bzw. des Markers 
werden durch Färbung mit Commassieblau sichtbar gemacht. Dabei kommt es zur 
unspezifischen Bindung des Farbstoffes an aromatische Aminosäuren. Radioaktive 
Substanzen werden mittels Radioluminographie (Fujix BAS 5000) visualisiert. Die 
Autoradiogramme werden digital über das Software-Programm AIDA ausgewertet. Die 
Produktanteile in den Reaktionsmischungen werden als prozentuale Anteile der Fläche 
unter dem Produktpeak (Produktaktivität) zur Gesamtfläche unter der Kurve 
(Gesamtaktivität) bestimmt. Die Trennung erfolgt in der Elektrophoresekammer der 
Firma Amersham Bioscience (Multiphor II).  
 
6.2.7 MALDI-TOF MS 
Die massenspektrometrischen Aufnahmen von Peptiden, Proteinen und 
Oligonukleotiden erfolgen über ein Autoflex II TOF/TOF der Firma Bruker Daltonics. 
Die in Tabelle 33 dargestellten Parameter werden gewählt. Alle Aufnahmen werden im 
positiven Modus erstellt. Die Auftragung der Proben auf das Target erfolgt im 
dried-droplet-Verfahren oder dem double-layer-Verfahren.  
 
Tabelle 33: Parameter für die Aufnahme von MALDI-TOF-Massenspektren 
 
Probenvorbereitung 
 
Matrix sonstiges 
Messprotokoll Standard (Bruker Daltonics®) 
Peptid CCA, 
DHB 
ZipTips® RP_Pepmix Peptidstandard 
Protein SA ZipTips® LP_60kDa Proteinstandard I 
enzym. 
Spaltung 
CCA ZipTips® RP_Pepmix Peptidstandard 
Oligo-
nukleotid 
HPA ZipTips® LP_12kDa Oligonukleotidstandard I 
 
6.2.8 ESI MS 
Die massenspektrometrischen Untersuchungen organischer Moleküle erfolgen mit 
einem Quattro-LC Micromass Massenspektrometer. Die Ionisierung erfolgt über ESI 
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(Elektronensprayionisation). Für Messungen wird ca. 1 mg der entsprechenden 
Substanzprobe in 1 ml MeOH oder Acetonitril gelöst, verdünnt (1:100) und mit einer 
Flussrate von 3 µl/min injiziert. Für die Messung der Peptide erfolgt die Injektion einer 
Probe der gesammelten Fraktion nach HPLC-Reinigung. Proben werden sowohl im 
positiven als auch im negativen Ionisationsmodus gemessen. 
 
6.2.9 Bestimmung der spezifischen Aktivität 
Die Bestimmung der spezifischen Aktivität erfolgte über analytische HPLC. Mit einer 
Verdünnungsreihe der Referenzverbindung wurde eine Kalibiergerade aufgenommen. 
Anhand der Integrationsfläche des UV-aktiven Signals konnte dann die Menge 
enthaltener nicht-radioaktiver Substanz bestimmt werden.  
 
6.2.10 Bestimmung der Lipophilie 
Die Lipophilie der radioaktiven Verbindungen wurde nach der Methode von Wilson et 
al. [106] ermittelt. Die Bestimmung der Lipophilie erfolgte über den 
Verteilungskoeffizienten der Verbindung in einem Zweiphasensystem aus 1-Oktanol 
und 10 mM Sörensen-Phosphatpuffer (pH = 7,4). Dreimal 800 µl Sörensen-Phosphat-
Puffer und 800 µl 1-Oktanol wurden zusammen mit ca. 1 MBq der zu untersuchenden 
Verbindung in ein Eppendorfreaktionsgefäß pipettiert. Die Gemische wurden 15 min 
bei Raumtemperatur zur Reaktion gebracht. Anschließend zentrifugierte man 10 min 
zur vollständigen Phasentrennung. Je Gemisch erfolgte die Messung der Radioaktivität 
als Dreifachbestimmung. Dazu wurden 200 µl der wässrigen Phase und 10 µl der 
organischen Phase entnommen. Die organische Phase wurde mit 1-Oktanol auf 200 µl 
aufgefüllt. Die Fluor-18 Gammaenergie wurde mit Hilfe des Cobra™ II Auto-Gamma-
Zählers bestimmt. Der Verteilungskoeffizient P ergibt sich aus dem Quotienten der 
Zähler in Oktanol und der Zähler im Puffer. Die Angabe zur Lipophilie erhält man durch 
logarithmieren dieses Koeffizienten. Der logP-Wert ist ein Maß für die Lipophilie. Der 
logD-Wert ist der pH-abhängige logP-Wert. 
 
6.2.11 NMR-Spektroskopie 
Die NMR-Aufnahmen erfolgten mit dem Gerät VARIAN, UNITY INOVA 400. 1H-NMR-
Spektren wird bei 400 MHz, 13C-NMR-Spektren bei 100 MHz und 19F-NMR-Spektren 
bei 376 MHz aufgenommen. Deuterierte Lösungsmittel werden entsprechend der 
Angaben der ausgewerteten Spektren verwendet. Bei 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektren 
wird als Referenz für die Justierung der Verschiebung δ das angegebene 
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Lösungsmittel verwendet. Für Spektren, die in deuteriertem Chloroform aufgenommen 
werden, hat der Referenzpeak eine Verschiebung von δ = 7,26 im 1H-NMR, sowie 77,0 
im 13C-NMR, in deuteriertem Methanol δ =5,84 im 1H-NMR und 49,1 im 13C-NMR. Für 
die 19F-NMR-Spektren wird kein entsprechender Standard zugesetzt, weshalb für diese 
Spektren keine Justierung stattfinden kann. Die Bezeichnung der Signalmultiplizitäten 
erfolgt entsprechend s – Singulett, d – Dublett, t – Triplett, q – Quadruplett, m – 
Multiplett. 
 
6.2.12 In vitro-Stabilitätsstudien/Zelllinien 
Experimente zu Zellaufnahmen werden mit FaDu (human head and neck squamous 
cell carcinoma line) und HT-29 (human colorectal adenocarcinoma cell line) Zellen 
durchgeführt. Für die Zellaufnahmen werden Lösungen von p[18F]F-SA-azidB-triazol 
oder p[18F]F-SA-azidD-triazol im Gemisch mit 27 ml McCoy Medium und 10% (v/v) 
fetal calf serum für HT-29 Zellen und 27 ml RPMI Medium sowie 10% (v/v) fetal calf 
serum für FaDu Zellen verwendet. HT-29 und FaDu Zellen sowie 500 µl der 
Reaktionslösung werden in ein 24 well plate pipettiert. Die Reaktion erfolgt bei 4°C und 
37°C für 5, 10, 15, 30, 60 und 120 min. Die Aufnahm e wird mit 1 ml eiskaltem PBS (pH 
7.2) gestoppt und die Zellen anschließend dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellen 
werden in 500 µl 0,1 M NaOH-Lösung (1% (w/v) Natriumdodecylsulfat) gelöst. Die 
Radioaktivität in den Zellextrakten wird mit dem Cobra™ II Auto-Gamma-Counter 
(Canberra-Packard, Meriden, CT, USA) gemessen. Die Proteinkonzentration wird mit 
Hilfe der bicinchoninic acid Methode (BCA; Pierce, Rockford, Ill, USA) und Rinder 
Serum Albumin als Proteinstandard durchgeführt. Die Aufnahmedaten sind für alle 
Experimente als Prozent der injizierten Dosis pro µg Protein (%ID/µg protein) 
angegeben.  
 
6.2.13 Lyophilisation 
Peptide, Proteine und Oligonukleotide werden über die Gefriertrocknungsanlage 
ALPHA 2-4 LSC der Firma Christ lyophilisiert.  
 
6.2.14 Schmelzpunktbestimmung 
Schmelzpunkte werden mit einem Heiztischmikroskop Galen III der Fa. CAMBRIDGE 
INSTRUMENTS gemessen und sind unkorrigiert. 
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6.3 Chemische Synthesen 
6.3.1 p-Nitro-N-methyl-N-(prop-2-inyl)benzolsulfonamid (3) 
 
O2N
S
O O
N
 
 
0,5 g (7,2 mmol) N-Methylpropargylamin und 2 ml (15 mmol) Triethylamin werden in 
10 ml trockenem Dichlormethan vorgelegt. Das Gemisch wird auf 0°C abgekühlt und 
eine Lösung aus 1,5 g (6,5 mmol) Nosylchlorid gelöst in 5 ml Dichlormethan zugetropft. 
Man lässt eine Stunde bei Raumtemperatur rühren. Die Lösung ist bräunlich-orange 
und es bildet sich ein Niederschlag. Man gibt Ethylacetat hinzu und wäscht mit 1 M 
Salzsäure um überschüssiges N-Methylpropargylamin zu entfernen. Die organische 
Phase wird über eine Kieselgelfritte gegeben und das Lösungsmittel am 
Rotationsverdampfer entfernt.  
 
Ausbeute: 1,58 g (96%) gelbe Kristalle 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ [ppm]: 2,05-2,06 (m, 1 H, CCH); 2,90 (s, 3 H, CH3); 4,13 
(d, J=2,20, 2 H, CH2); 8,01-8,05 (m, 2 H, aromat.); 8,35-8,38 (m, 2 H, aromat.) 
 
6.3.2 p-Fluor-N-methyl-N-(prop-2-inyl)benzolsulfonamid (pF-SA) 
F
S
O O
N
 
 
0,5 g (7,2 mmol) N-Methylpropargylamin und 2 ml (15 mmol) Triethylamin werden in 
10 ml trockenem Dichlormethan vorgelegt. Das Gemisch wird auf 0 °C abgekühlt und 
eine Lösung aus 1,5 g (6,5 mmol) pFluorbenzolsulfonylchlorid gelöst in 2 ml 
Dichlormethan zugetropft. Man lässt eine Stunde bei Raumtemperatur rühren. Die 
Lösung ist gelblich-orange und es bildet sich ein Niederschlag. Man gibt Ethylacetat 
hinzu und wäscht mit 1 M Salzsäure um überschüssiges N-Methylpropargylamin zu 
entfernen. Die organische Phase wird über eine Kieselgelfritte gegeben und das 
Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.  
 
Ausbeute: 1,46 g (99%) gelbe Kristalle 
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ [ppm]: 2,06 (t, J=2,56, 1 H, CCH); 2,84 (s, 3 H, CH3); 
4,05 (d, J=2,20, 2 H, CH2); 7,17-7,22 (m, 2 H, aromat.); 7,83-7,87 (m, 2 H, aromat.) 
 
6.3.3 p-Amino-N-methyl-N-(prop-2-inyl)benzolsulfonamid (4) 
H2N
S
O O
N
 
 
0,5 g (2 mmol) 3 und 2,25 g (10 mmol) Zinn(II)chlorid Dihydrat werden in 10 ml Ethanol 
(absolut) gelöst und drei Stunden unter Rückfluss erhitzt. Man lässt die Lösung 
abkühlen und stellt sie dann auf Eis. Durch Zugabe einer 5%igen wässrigen 
Natriumcarbonatlösung wird ein pH-Wert von 7 bis 8 eingestellt. Das ausfallende 
Zinnsalz wird abfilriert. Das Produkt wird mit Ethylacetat extrahiert und die organische 
Phase mit Natriumchloridlösung gewaschen. Zum Trocknen wird Natriumsulfat 
hinzugegeben. Anschließend entfernt man das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer.  
 
Ausbeute 0,28 g (62%) gelblich-brauner Feststoff 
1H-NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid), δ [ppm]: 2,62 (s, 3 H, CH3); 3,17 (t, J=2,48, 1 H, 
CCH); 3,86 (d, J=2,45, 2 H, CH2); 6,06 (s, 2 H, NH2); 6,59-6,63 (m, 2 H, aromat.); 7,37-
7,41 (m, 2 H, aromat.) 
 
6.3.4 p-Dimethylamino-N-methyl-N-(prop-2-inyl)benzolsulfonamid (5) 
N
S
O O
N
 
 
0,2 g (0,9 mmol) 4 werden 10 ml trockenem THF gelöst und auf 0°C gekü hlt. 
Anschließend wird portionsweise 0,24 g (6,3 mmol) Natriumborhydrid zugegeben. Die 
enstandene Suspension wird zu einer gerührten, gekühlten Lösung aus 10 ml THF, 
3 ml 2,5 M Schwefelsäure und 0,41 ml (5,4 mmol) einer 37%igen Formaldehydlösung 
gegeben. Daraufhin wird mit 20 ml Wasser verdünnt. Man gibt NaOH zu bis die Lösung 
stark alkalisch ist. Es bildet sich ein weißer Niederschlag, der abfiltriert wird. Das THF 
wird abdestilliert und das Produkt aus der verbleibenden wässrigen Lösung mit 
Chloroform extrahiert. Die organische Phase wird mit Natriumsulfat getrocknet und das 
Lösungsmittel abrotiert. Das Produkt wird über Säulenchromatographie gereinigt.  
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Ausbeute: 0,21 g (94%) hellbraune Kristalle 
Festpunkt: 130-135°C 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ [ppm]: 2,12 (t, J=2,50, 1 H, CCH); 2,79 (s, 3 H, NCH3); 
3,05 (s, 6 H, N(CH3)2); 3,96 (d, J=2,50, 2 H, CH2); 6,65-6,70 (m, 2 H, aromat.); 7,62-
7,66 (m, 2 H, aromat.) 
 
6.3.5 pTrimethylammonium-N-methyl-N-(prop-2-inyl)benzolsulfonamid 
Triflat (6) 
N
S
O O
N
-OTf
 
 
2 Synthesemöglichkeiten: 
 
Methode A (ausgehend von Verbindung 5): 
In einem mit Argon gespülten Zweihalskolben werden 100 mg (0,4 mmol) 5 in 10 ml 
Dichlormethan gelöst. Über eine Spritze werden 70 mg (0,4 mmol) Methyltriflat 
zugegeben und das Gemisch 12 h bei Raumtemperatur gerührt. Bei Zugabe von 
Diethylether scheint die Lösung trüb zu werden. Nach längerem Stehen im 
Kühlschrank scheidet sich ein braunes zähflüssiges Öl am Kolbenboden ab. Durch 
ESI-MS wird das Vorhandensein des gewünscheten Produktes bestätigt (m/z = 267, 
entspricht der molaren Masse des Kations). Durch Dünnschichtchromatographie wird 
das Verbleiben von Produkt im Reaktionsgemisch bestätigt. Daraufhin werden weitere 
0,25 Äquivalente Methyltriflat zugesetzt und das Reaktionsgemisch unter Argon mit 
Nitromethan als Lösungsmittel 12 h lang bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend 
gibt man unter Eiskühlung Diethylether hinzu. Es scheidet sich erneut ein braunes Öl 
ab.  
 
Methode B (ausgehend von Verbindung 4, Verbindung 5 als Zwischenprodukt wird 
nicht isoliert): 
In einen mit Argon gespülten Kolben werden 250 mg (1,1 mmol) 4 und 460 mg 
(2,2 mmol) 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin und 20 ml Dichlormethan gegeben. Man 
lässt 5 min bei Raumtemperatur rühren. Daraufhin werden 360 mg (2,2 mmol) 
Methyltriflat zugefügt. Nach 12 h Rühren kann ein weißer Niederschlag beobachtet 
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werden, der abfiltriert und verworfen wird. Zur Lösung werden nun unter 
Argonatmosphäre 180 mg (1,1 mmol) Methyltriflat zugegeben. Daraufhin wurde das 
Lösungsmittel abrotiert. Ein braunes zähflüssiges Öl verbleibt als Rückstand. Man löst 
das Öl in 5 ml Dichlormethan stellt die Lösung auf Eis und gibt dann eisgekühlten 
Diethylether hinzu. Es bildet sich das Produkt als ein Niederschlag, der über eine Fritte 
abgetrennt wird.  
 
Ausbeute: 0,44 g (97%) hellbraune Kristalle  
ESI-MS: m/z = 267 (Masse Kation) 
1H-NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-D6), δ [ppm]: 2,80 (s, 3 H, NCH3); 3,11 (t, J = 
2,34, 1 H, CCH); 3,64 (s, 9 H, N(CH3)3); 4,08 (d, J = 2,34, 2 H, CH2); 8,04 – 8,07 (m, 2 
H, aromat.); 8,20 – 8,23 (m, 2 H, aromat.) 
 
6.3.6 N-(1-Benzyl-1,2,3-triazol-4yl)-methyl-N-methyl-pfluorbenzolamid (9) 
F
S
O O
N
N
N
N
 
 
170 mg (1,3 mmol) Benzylazid, 300 mg (1,3 mmol) pF-SA, 35 mg (0,13 mmol) 
Kupfersulfat Pentahydrat und 260 mg (1,3 mmol) Natriumascorbat werden in 10 ml 
eines 1:1-Gemisches aus Wasser und Acetonitril 24 h bei Raumtemperatur belassen. 
Man gibt anschließend 20 ml Wasser hinzu und extrahiert mit 20 ml Ethylacetat. Die 
Isolation des Produkts erfolgt über Säulenchromatographie (Ethylacetat/Petrolether, 
1:1). 
 
Ausbeute: 32 mg (7%) weißer Feststoff 
DC: Rf = 0,33 (Petrolether/Ethylacetat, 1:1) 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ [ppm]: 2,75 (s, 3 H, CH3); 4,36 (s, 2 H, CH2); 5,51 (s, 2 H, 
CH2); 7,15 – 7,21 (m, 2 H, aromat.); 7,26 – 7,29 (m, 2 H, aromat.); 7,38 – 7,42 (m, 2 H, 
aromat.); 7,77 – 7,81 (m, 2 H, aromat.) 
 
6.3.7 3-Butinylmesylat (20) 
OS
OO
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2,8 mg (24 mmol, 1,9 ml) Mesylchlorid werden in 10 ml Dichlormethan vorgelegt und 
im Eisbad auf 0°C gekühlt. Es werden 4 ml (45 mmol)  Triethylamin zugegeben. 
Danach erfolgt die tropfenweise Zugabe von 1,5 mg (21 mmol, 1,62 ml) 3-Butin-1-ol. 
Man lässt das Reaktionsgemisch eine Stunde bei 0°C rühren. Die Lösung verfärbt sich 
orange und es bildet sich ein Niederschlag. Danach lässt man auf Raumtemperatur 
erwärmen und dann weitere 14 h Rühren. Nach Zugabe von 30 ml Ethylacetat wird 
fünfmal mit 20 ml 1 M HCl gewaschen und anschließend zweimal mit 20 ml Wasser. 
Die organische Phase wird über Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel am 
Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wird ohne zusätzliche Reinigung für weitere 
Synthesen eingesetzt. 
 
DC: Rf = 0,52 (Petrolether/Ethylacetat, 2:1) 
 
6.3.8 4-Nitrophenyl-3-butinyl-sulfid (22) 
O2N
S
 
 
1 g (7 mmol) 20 werden in 5 ml Dimethylformamid gelöst. Darauf erfolgt die Zugabe 
von 2 ml (23 mmol) Triethylamin und 1 g (5 mmol) 4-Nitrothiophenol (nur 80% rein). 
Das zuvor gelbe Thiol färbt sich bei Zugabe dunkelrot. Man lässt das Gemisch 14 h bei 
Raumtemperatur rühren. Nach Zugabe von 20 ml Ethylacetat wird die Lösung mit 
zweimal 20 ml 1 M HCl gewaschen, einmal mit 20 ml Wasser, zweimal mit 20 ml 1 M 
NaOH und noch einmal mit 20 ml Wasser. Die organische Phase wird über 
Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das 
Produkt wird ohne zusätzliche Reinigung für weitere Synthesen eingesetzt. 
 
DC: Rf = 0,34 (Petrolether/Ethylacetat, 4:1) 
 
6.3.9 4-Nitrophenyl-3-butinyl-sulfon (23) 
O2N
S
O O
 
 
5,53 g (9 mmol) Oxon werden in 20 ml Wasser gelöst und im Eisbad auf 5°C gekühlt. 
Eine Lösung von 0,93 g (4,5 mmol) 22 in 20 ml MeOH wird unter Rühren langsam 
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zugegeben. Bei Zugabe des Sulfids bildet sich ein weißer Niederschlag. Man lässt das 
Gemisch auf Raumtemperatur erwärmen und anschließend 14 h Rühren. 100 ml 
Ethylacetat und 100 ml Wasser werden zugegeben. Der verbleibende Niederschlag 
wird abfiltriert. Am Rotationsverdampfer wird Methanol aus der Lösung entfernt. Es 
werden erneut 100 ml Ethylacetat zugegeben. Die organische Phase wird abgetrennt 
und die wässrige Phase mehrmals mit Ethylacetat gewaschen. Die vereinigten 
organischen Phasen werden über Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel am 
Rotationsverdampfer entfernt. Die Reinigung erfolgt über Säulenchromatographie 
(Kieselgel, Petrolether/Ethylacetat, 2:1) 
 
Ausbeute: 74 mg (7 %) weißer Feststoff 
DC: Rf = 0,40 (Petrolether/Ethylacetat, 2:1) 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ [ppm]: 1,93 (t, J=2,71, 1 H, CCH); 2,70 (dt, J1=7,53, 
J2=2,71, 2 H, CH2C); 3,37 (t, J=7,53, 2 H, SO2CH2); 8,13-8,16 (m, 2 H, aromat.); 8,42-
8,45 (m, 2 H, aromat.) 
 
6.3.10 4-Brom-1-butin (24) 
Br
 
 
Natriumbromid wird im Vakuum und Aceton über Molsieb vor der Verwendung 
getrocknet. 1,0 g (7,0 mmol) 20 werden in 20 ml Aceton gelöst. Es erfolgt die Zugabe 
von 0,7 g (7,0 mmol) Natriumbromid. Das Gemisch wird fünf Stunden bei 100°C unter 
Rückfluss gekocht. Das Lösungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der 
Rückstand in 20 ml Wasser gelöst. Das Produkt wird mit dreimal 20 ml Diethylether 
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden über Natriumsulfat getrocknet 
und das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wird über eine 
Säulenchromatographie gereinigt (Kieselgel, Ethylacetat/Petrolether, 1:1). 
 
Ausbeute: 7 mg (8 %)  
DC: Rf = 0,58 (Petrolether/Ethylacetat, 1:1) 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ [ppm]: 2,05 (t, J=2,66, 1 H, CCH); 2,60 (dt, J1=6,79, 
J2=2,67, 2 H, CH2C); 4,06-4,20 (m, 2 H, BrCH2) 
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6.3.11 4-Aminophenyl-3-butinyl-sulfid (31) 
H2N
S
 
 
4,3 g (29 mmol) Mesylat 20 werden in 20 ml Dimethylformamid gelöst. Darauf erfolgt 
die Zugabe von 4 ml (46 mmol) Triethylamin und 2,9 g (23 mmol) 4-Aminothiophenol. 
Man lässt das Gemisch 14 h bei Raumtemperatur rühren. Triethylamin und 
Dimethylformamid werden am Rotationsverdampfer entfernt. Nach Zugabe von 20 ml 
Ethylacetat wird die Lösung zweimal mit 20 ml 1 M NaOH und mit 20 ml Wasser 
gewaschen. Die organische Phase wird über Natriumsulfat getrocknet und das 
Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wird ohne zusätzliche 
Reinigung für weitere Synthesen eingesetzt. 
 
6.3.12 4-(3-Butin-1-sulfonyl)phenylamin (32) 
H2N
S
O O
 
 
44 mg (0,2 mmol) 23 und 225 mg (1 mmol) Zinn(II)chlorid Dihydrat werden in 10 ml 
Ethanol (absolut) gelöst und drei Stunden unter Rückfluss erhitzt. Man stellt die Lösung 
zum Abkühlen auf Eis. Durch Zugabe einer 5%igen wässrigen Natriumcarbonatlösung 
wird ein pH-Wert von 7 bis 8 eingestellt. Das ausfallende Zinnsalz wird abfilriert. Das 
Produkt wird mit Ethylacetat extrahiert und die organische Phase mit 
Natriumchloridlösung gewaschen. Zum Trocknen wird Natriumsulfat hinzugegeben. 
Anschließend entfernt man das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer. Das Produkt 
wird ohne zusätzliche Reinigung für weitere Synthesen eingesetzt. 
 
Ausbeute: 45 mg (>99%)  
DC: Rf = 0,10 (Petrolether/Ethylacetat, 2:1) 
 
6.3.13 4-(3-Butin-1-sulfonyl)phenyldimethylamin (33) 
N
S
O O
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37 mg (0,18 mmol) 32 werden 10 ml trockenem THF gelöst und auf 0°C gekü hlt. 
Anschließend wird portionsweise 47 mg (1,2 mmol) Natriumborhydrid zugegeben. Die 
enstandene Suspension wird zu einer gerührten, gekühlten Lösung aus 10 ml THF, 
3 ml 2,5 M Schwefelsäure und 0,08 ml (1,1 mmol) einer 37%igen Formaldehydlösung 
gegeben. Daraufhin wird mit 20 ml Wasser verdünnt. Man gibt NaOH zu, bis die 
Lösung stark alkalisch ist. Es bildet sich ein weißer Niederschlag, der abfiltriert wird. 
Das THF wird abdestilliert und das Produkt aus der verbleibenden wässrigen Lösung 
mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase wird mit Natriumsulfat getrocknet und 
das Lösungsmittel abrotiert. Das Produkt wird über Säulenchromatographie gereinigt.  
 
Ausbeute: 19 mg (44%)  
DC: Rf = 0,28 (Petrolether/Ethylacetat, 2:1) 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ [ppm]: 1,96 (t, J=2,56, 1 H, CCH); dt (2,62, J1=7,87, 
J2=2,56, 2 H, CH2C); 3,14 (s, 6 H, N(CH3)2); 3,29 (t, J=7,87, 2 H, SO2CH2); 7,29-7,34 
(m, 2 H, aromat.); 7,86-7,90 (m, 2 H, aromat.) 
 
6.3.14 4-(3-Butin-1-sulfonyl)phenyltrimethylammoniumtriflat (34) 
N
S
O O
OTf
 
 
In einem mit Argon gespülten Zweihalskolben werden 19 mg (80 µmol) 33 in 10 ml 
Dichlormethan gelöst. Über eine Spritze werden 26 mg (160 µmol) Methyltriflat 
zugegeben und das Gemisch 12 h bei Raumtemperatur gerührt. Bei Zugabe von 20 ml 
Diethylether wird die Lösung trüb. Es bildet sich ein weißer Niederschlag und ein 
braunes Öl wird abgeschieden. Das Lösungsmittel wird vollständig am 
Rotationsverdampfer entfernt. Der Rückstand wird in 1 ml Acetonitril gelöst und mit 
100 ml Diethylether versehen. Die Lösung wird trüb. Man lässt das Gemisch 14 h bei 
0°C stehen. Aufgrund der geringen Menge des Nieders chlages kann dieser nicht von 
der Lösung abgetrennt werden. ESI MS bestätigt jedoch, dass es sich um das 
gewünschte Produkt handelt. Der Ansatz wird nicht weiter verfolgt. 
 
ESI MS: m/z = 252 [M]+, (MKation = 252 g/mol). 
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6.3.15 Ethyl-5-azidvalerat (26) 
O
O
N3
 
 
Vorschrift nach Khouki et al. [40]. 
5 g (24 mmol) Etyhl-5-bromvalerat werden in 30 ml Dimethylsulfoxid gelöst. Unter 
Rühren gibt man bei Raumtemperatur 2,3 g (36 mmol) Natriumazid zu und lässt die 
Suspension 24 h bei 70 °C Rühren. Nachdem das Gemis ch abgekühlt ist, gibt man 60 
ml Wasser hinzu und extrahiert dreimal mit 20 ml Diethylether. Die vereinigten 
Etherphasen werden mit 20 ml gesättigter Natriumchloridlösung gewaschen und mit 
Hilfe von Natriumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wird im Vakuum entfernt und 
das Rohprodukt über Destillation gereinigt. 
 
Ausbeute: 3,03 g (74 %) farbloses Öl  
 
Kp: 70 °C (0,23 mbar / 0,17 Torr) Literatur: 40 °C (0,01 Torr) [40] 
Die Siedetemperaturen können nach einer Annäherung entsprechend der Clausius-
Clapeyronschen Gleichung über ein Druck-Temperatur-Diagramm ein und derselben 
Substanz zugeordnet werden [107]. 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ[ppm]: 1,26 (t, J = 7,14, 3 H, CH3); 1,58-1,76 (m, 4 H, 
2 CH2); 2,34 (t, J = 7,18, 2 H, CH2); 3,30 (t, J = 6,61, 2 H, N3CH2); 4,13 (q, J = 7,14, 
2 H, OCH2) 
Die NMR-Werte stimmen mit den Literaturangaben [40] überein. 
 
6.3.16 5-Azidvaleriansäure (27) 
OH
O
N3
 
 
Vorschrift nach Khouki et al. [40]. 
1,3 g (0,76 mmol) 26 werden in 9 ml 1 M Natriumhydroxidlösung gegeben. Darauf 
erfolgt die Zugabe von Methanol, bis ein homogenes Gemisch vorliegt. Man lässt 4 h 
bei Raumtemperatur rühren. Das Methanol wird über den Rotationsverdampfer entfernt 
und die wässrige Lösung zweimal mit 20 ml Diethylether gewaschen. Die wässrige 
Lösung wird mit konzentrierter Salzsäure versetzt, bis ein pH-Wert von 0 erreicht ist. 
Anschließend extrahiert man das Produkt mit zweimal 50 ml Ether. Restliches Wasser 
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wird mit Natriumsulfat entfernt. Das Lösungsmittel wird im Vakuum entfernt und das 
Produkt nicht weiter gereinigt.  
 
Ausbeute: 894 mg (82 %) farbloses Öl  
1H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ[ppm]: 1,62-1,78 (m, 4 H, 2 x CH2); 2,41 (t, J = 7,11, 2 H, 
CH2CO); 3,31 (t, J = 6,51, 2 H, N3CH2) 
Die NMR-Werte stimmen mit den Literaturangaben [40] überein. 
 
6.3.17 Succinimidyl-5-azidvalerat (28) 
O
O
N3 N
O
O
 
 
Vorschrift nach Seo et al. [41]. 
420 mg (3,7 mmol) N-Hydroxysuccinimid und 500 mg (3,5 mmol) 27 werden in  
30 ml Dichlormethan gelöst und anschließend 700 mg (3,7 mmol) EDC zugegeben, 
Man lässt das Gemisch 7 h bei Raumtemperatur rühren. Anschließend wird dreimal mit 
100 ml Wasser gewaschen und daraufhin mit 100 ml gesättigter Natriumchloridlösung. 
Verbleibendes Wasser wird mit Natriumsulfat und das Lösungsmittel über den 
Rotationsverdampfer entfernt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt über 
Säulenchromatographie (Kieselgel, Ethylacetat/Petrolether, 2:1).  
 
Ausbeute: 586 mg (70 %) leicht gelbliches Öl  
1H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ[ppm]: 1,67-1,77 (m, 2 H, CH2); 1,80-1,90 (m, 2 H, CH2); 
2,66 (t, J=7,19, 2 H, CH2CO); 2,84 (s, 4 H, 2 x CH2 Succinimidylring); 3,34 (t, J=6,57, 2 
H, N3CH2) 
Die NMR-Werte stimmen mit den Literaturangaben [41] überein. 
 
6.3.18 Succinimidyl-5-hexinoat (30) 
O
O N
O
O  
 
0,6 g (5,2 mmol) N-Hydroxysuccinimid und 0,6 g (5 mmol) 5-Hexinsäure werden in 
30 ml Dichlormethan gelöst. Danach werden 1,0 g (5,2 mmol) EDC zugegeben. Das 
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Gemisch wird 7 h bei Raumtemperatur gerührt. 30 ml Wasser werden zugegeben und 
die organische Phase abgetrennt. Die organische Phase wird zweimal mit 30 ml 
Wasser und anschließend mit 30 ml gesättigter Natriumchloridlösung gewaschen. Die 
organische Phase wird über Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel am 
Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wird über Säulenchromatographie gereinigt 
(Kieselgel, Ethylacetat/Petrolether, 2:1). 
 
Ausbeute: 0,7 mg (66%) 
DC: Rf = 0,52 (Ethylacetat/Petrolether, 2:1) 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ[ppm]: 1,97 (t, J=7,29, 2 H, CH2); 2,02 (t, J=2,66, 1 H, 
CCH); 2,35 (dt, J1=6,88, J2=2,64, 2 H, CH2C); 2,78 (t, J=7,43, 2 H, COCH2); 2,84 (s, 4 
H, 2 x CH2 Succinimidylring) 
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6.4 Peptidsynthese 
6.4.1 Allgemeine Peptidsynthese 
Die Peptidsynthesen werden im vollautomatischen, PC-gesteuerten Peptidsynthesizer 
„Syro I“ der Firma MultiSynTech (Deutschland) durchgeführt. Eine Standard-Fmoc-
Synthesestrategie an der Festphase wird verwendet, wobei die eingesetzten 
Aminosäuren an der Aminogruppe eine 9-Fluorenylmethoxycarbonylschutzgruppe 
(Fmoc-Schutzgruppe) tragen. Die reaktiven Seitenketten der Aminosäuren sind wie 
folgt geschützt: Tritylschutzgruppe (Trt) für Glutamin, O-tert-butyl-Schutzgruppe (tBu) 
für Serin und Benzylschutzgruppe (Bzl, einfach) für phosphoryliertes Threonin [117, 
119, 151]. Alle verwendeten Aminosäuren sind in ihrer geschützten Form komerziell 
erhältlich.  
Zunächst wird das Leucin-beladene Harz (TentaGel, Rapp-Polymere, Deutschland) in 
einer Menge von 50 - 100 mg vorgelegt. Die Beladung beträgt 0,65 mmol/g. Das Harz 
wird mit 5 x 0,5 ml Dimethylformamid gewaschen. Die Fmoc-Schutzgruppe wird 15 min 
mit einer 40%igen Lösung von Piperidin in Dimethylformamid gefolgt von 15 min mit 
einer 20%igen Lösung von Piperidin in Dimethylformamid entschützt. 3 Äquivalente (in 
Bezug auf das eingesetzte Harz) der Aminosäure in 0,5 ml Dimethylformamid werden 
zugegeben. HBTU und HOBt werden in 3 Äquivalenten (in Bezug auf das eingesetzte 
Harz) in 0,5 ml bzw. 0,3 ml Dimethylformamid gelöst zugegeben. DIPEA wird in 0,3 ml 
NMP gelöst, sodass im eingesetzten Volumen 9 Äquivalente vorliegen. Die 
Reaktionszeit für die Kupplung beträgt eine Stunde. Für die phosphorylierte 
Aminosäure wurde eine Reaktionszeit von zwei Stunden gewählt. Anschließend erfolgt 
ein weiterer Waschschritt mit 5 x 0,5 ml Dimethylformamid. Die gekuppelte Aminosäure 
wird mit 1 ml 40%igem Piperidin in Dimethylformamid am N-Terminus entschützt und 
das Harz mit 5 x 0,5 ml Dimethylformamid gewaschen. Die Reaktionszeit für die 
Entschützung beträgt 15 min. Danach erfolgt ein weiterer Kupplungscyclus: Zugabe 
der Aminosäure, Waschen, Entschützung am N-Terminus und Waschen (Tabelle 16, 
Seite 62) bis zur gewünschten Sequenz. Nach der letzten angekuppelten Aminosäure 
wird das Harz mit 15 x 0,5 ml EtOH gewaschen. 
 
6.4.2 Peptidabspaltung und -entschützung 
Zunächst wird ein Abspaltungsgemisch aus 8,5 ml TFA, 0,25 ml EDT, 0,5 ml Thioanisol 
und 0,5 ml Wasser hergestellt. Das Harz wird mit 2 ml dieses Gemisches sechs 
Stunden bei 40°C im Thermomixer zur Reaktion gebrac ht. Das so vom Peptid gelöste 
Harz wird über eine Fritte abgetrennt. Das Volumen des Eluats wird im Stickstoffstrom 
Experimenteller Teil 
144 
auf ca. 100 µl eingeengt. Die verbleibende Lösung wird eisgekühlt und mit 30 ml 
eiskaltem Diethylether versehen. Das Peptid fällt als weißer Niederschlag aus. Der 
Niederschlag wird über eine Fritte von der Lösung getrennt und mehrmals mit 
Diethylether gewaschen. Das Produkt wird im Exsikkator getrocknet. Das Rohpeptid 
wird anschließend über semipräparative HPLC (HPLC-System II; 
Chromatographiesäule II) gereinigt. Es wird Gradient I mit einem 
Lösungsmittelgemisch aus 0,1%iger TFA (A) und Acetonitril (0,1% TFA) (B) eingesetzt. 
Die Identifizierung erfolgt über MALDI-TOF Massenspektrometrie oder ESI 
Massenspektrometrie. Für MALDI-TOF MS wird für phosphorylierte Peptide DHB als 
Matrix verwendet. Für unphosphorylierte Peptide wird CCA verwendet. Die 
gesammelte Fraktion an gewünschtem Produkt wird am Rotationsverdampfer 
eingeengt, so dass kein Acetonitril mehr vorliegt und das Volumen der wässrigen 
Lösung entsprechend gering ist. Die verbleibende wässrige Lösung wird lyophilisiert.  
 
6.4.3 Peptid A (PMQSpTPL) 
O
N
H
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N
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Die Synthese erfolgt entsprechend der zuvor beschriebenen allgemeinen 
Peptidsynthese. Ausgehend von 50 mg Leucin-beladenem Harz werden in der 
Reihenfolge Prolin, phosphoryliertes Threonin, Serin, Glutamin, Methionin und zuletzt 
Prolin gekuppelt. Die Reaktion zur Abspaltung der Schutzgruppen und vom Harz 
erfolgt vier Stunden. Das Produkt wird bei HPLC-Reinigung mit einer Retentionszeit 
von tR = 24 min eluiert. Das Peptid wird mit einer Ausbeute von 39% (11 mg) erhalten 
ausgehend von fünf eingesetzten Aminosäureäquivalenten. Ausgehend von drei 
Äquivalenten erhält man 40% Ausbeute.  
 
Ausbeute: 40% 
MALDI-TOF MS: m/z = 854 [M+H]+ (Mberechnet = 853 g/mol) 
Reinheit (HPLC) >99% (tR = 24 min) 
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6.4.4 Alkinfunktionalisiertes Peptid A (alkinA) 
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Die Synthese erfolgt entsprechend der zuvor beschriebenen allgemeinen 
Peptidsynthese. Ausgehend von 53 mg Leucin-beladenem Harz, werden in der 
Reihenfolge Prolin, phosphoryliertes Threonin, Serin, Glutamin, Methionin und Prolin 
gekuppelt. Zusätzlich erfolgt als letztes die Kupplung des Alkinlinkers, der als 
Aktivester 30 hinzugefügt wird. Die Reaktion zur Abspaltung der Schutzgruppen und 
vom Harz erfolgt fünf Stunden. Das Produkt wird bei HPLC-Reinigung mit einer 
Retentionszeit von tR = 41 min eluiert. Der prozentuale Anteil des Produkts im 
HPLC-Chromatogramm beträgt 4% ausgehend von drei eingesetzten 
Aminosäureäquivalenten.  
 
MALDI-TOF MS: m/z = 947 [M+H]+ (Mberechnet = 946 g/mol).  
 
6.4.5 Peptid B (MQSpTPL) 
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Die Synthese erfolgt entsprechend der zuvor beschriebenen allgemeinen 
Peptidsynthese. Ausgehend von 56 mg Leucin-beladenem Harz, werden in der 
Reihenfolge Prolin, phosphoryliertes Threonin, Serin, Glutamin und zuletzt Methionin 
gekuppelt. Die Reaktion zur Abspaltung erfolgt fünf Stunden. Das Produkt wird bei 
HPLC-Reinigung mit einer Retentionszeit von tR = 21 min eluiert (Reinheit >99%). Das 
Peptid wird mit einer Ausbeute von 26% (7 mg) erhalten ausgehend von drei 
eingesetzten Aminosäureäquivalenten.  
 
Ausbeute: 26% (7 mg) 
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ESI MS: m/z = 757 [M+H]+ (Mberechnet = 756 g/mol) 
Reinheit (HPLC) >99% (tR = 21 min) 
 
6.4.6 Peptid C (PMQSTPL) 
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Die Synthese erfolgt entsprechend der zuvor beschriebenen allgemeinen 
Peptidsynthese. Ausgehend von 51 mg Leucin-beladenem Harz, werden in der 
Reihenfolge Prolin, Threonin, Serin, Glutamin, Methionin und zuletzt Prolin gekuppelt. 
Die Reaktion zur Abspaltung erfolgt fünf Stunden. Das Produkt wird bei HPLC-
Reinigung mit einer Retentionszeit von tR = 29 min eluiert. Das Peptid wird mit einer 
Ausbeute von 35% (9 mg) erhalten ausgehend von drei eingesetzten 
Aminosäureäquivalenten.  
 
Ausbeute: 35% (9 mg) 
MALDI-TOF MS: m/z = 774 [M+H]+ (Mberechnet = 773 g/mol).  
Reinheit (HPLC) >99% 
 
6.4.7 Peptid D (MQSTPL) 
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Die Synthese erfolgt entsprechend der zuvor beschriebenen allgemeinen 
Peptidsynthese. Ausgehend von 93 mg Leucin-beladenem Harz, werden in der 
Reihenfolge Prolin, Threonin, Serin, Glutamin, und zuletzt Methionin gekuppelt. Die 
Reaktion zur Abspaltung erfolgt fünf Stunden. Das Produkt wird bei HPLC-Reinigung 
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mit einer Retentionszeit von tR = 26 min eluiert. Das Peptid wird mit einer Ausbeute von 
56% (23 mg) erhalten ausgehend von drei eingesetzten Aminosäureäquivalenten.  
 
Ausbeute: 56% (23 mg) 
ESI MS: m/z = 676 [M+H]+ (Mberechnet = 675 g/mol).  
Reinheit (HPLC) >99% 
 
6.5 Peptidmodifikation 
6.5.1 Allgemeine Peptidmodifikation 
Der Aktivester (28 bzw. 30) wird in 300 µl Acetonitril gelöst und zu einer Lösung des 
Peptides in 700 µl Boratpuffer (pH = 8,4) gegeben. Das Gemisch wird bei 40°C 14 h im 
Thermomixer geschüttelt. Das Produkt wird über eine semipräparative HPLC gereinigt 
(HPLC-System II; Chromatographiesäule II). Gradient II mit einem Laufmittelgemisch 
aus 0,1%iger TFA (A) und Acetonitril (0,1% TFA) (B) wird verwendet. Die 
Identifizierung erfolgt über MALDI-TOF MS oder ESI MS. Für MALDI-TOF MS wird für 
phosphorylierte Peptide DHB als Matrix verwendet. Für unphosphorylierte Peptide wird 
CCA verwendet. Die gesammelte Fraktion an gewünschtem Produkt wird am 
Rotationsverdampfer eingeengt, so dass kein Acetonitril mehr vorliegt und das 
Volumen der wässrigen Lösung entsprechend gering ist. Die verbleibende wässrige 
Lösung wurde lyophilisiert.  
 
6.5.2 Azidfunktionalisiertes Peptid A (azidA) 
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6 mg (7 µmol) Peptid A werden mit 3 mg (12,5 µmol) 28 umgesetzt. Das modifizierte 
Peptid A weist bei HPLC-Reinigung eine Retentionszeit von 25 min auf.  
 
Ausbeute: 60% (4 mg) 
MALDI-TOF MS: m/z = 1001 [M+Na]+ (Mberechnet = 978 g/mol).  
Reinheit (HPLC) >99% 
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6.5.3 Azidfunktionalisiertes Peptid B (azidB) 
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9,4 mg (12,4 µmol) Peptid B werden mit 6 mg (25 µmol) 28 umgesetzt. Das 
modifizierte Peptid B weist bei HPLC-Reinigung eine Retentionszeit von 24 min auf.  
 
Ausbeute: 64% (7 mg) 
ESI MS: m/z = 903 [M+Na]+ (Mberechnet = 880 g/mol).  
tR = 3,7 min  analytische HPLC (HPLC-System I, Chromatorgraphiesäule I) 
Reinheit: >99% 
 
6.5.4 Azidfunktionalisiertes Peptid D (azidD) 
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22,6 mg (33,4 µmol) azidD werden mit 16,8 mg (70 µmol) 28 umgesetzt. Das 
modifizierte Peptid D weist bei HPLC-Reinigung eine Retentionszeit von 26 min auf.  
 
Ausbeute: 77% (21 mg) 
ESI MS: m/z = 802 [M+H]+ (Mberechnet = 801 g/mol).  
tR = 3,8 min  analytische HPLC (HPLC-System I, Chromatorgraphiesäule I) 
Reinheit: >99% 
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6.5.5 Alkinfunktionalisiertes Peptid A (alkinA) 
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3,9 mg (4,5 µmol) Peptid A werden mit 3 mg (14,4 µmol) 30 umgesetzt. Das 
modifizierte Peptid A weist bei HPLC-Reinigung eine Retentionszeit von 24 min auf. 
Das Peptid wird mit einer Ausbeute von 59% (2,5 mg) erhalten.  
 
Ausbeute: 59% (2,5 mg) 
MALDI-TOF MS: m/z = 947 [M+H]+ (Mberechnet = 946 g/mol).  
Reinheit: >99% 
 
6.5.6 Alkinfunktionalisiertes Peptid C (alkinC) 
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5,5 mg (6,5 µmol) Peptid C werden mit 3 mg (14,5 µmol) 30 umgesetzt. Das 
modifizierte Peptid C weist bei HPLC-Reinigung eine Retentionszeit von 25 min auf.  
 
Ausbeute: 80% (6 mg) 
MALDI-TOF MS: m/z = 868 [M+H]+, m/z = 890 [M+Na]+ (Mberechnet = 867 g/mol).  
Reinheit: >99% 
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6.5.7 alkinfunktionalisiertes Neurotensin(8-13) (alkinNT) 
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6 mg (7,3 µmol) Neurotensin(8-13) werden mit 3 mg (14,5 µmol) 30 umgesetzt. Das 
modifizierte Neurotensin weist bei HPLC-Reinigung eine Retentionszeit von 16 min auf. 
Folgender Gradient (Gradient III) wird verwendet: 0 min 80% A, 35 min 50% A.  
 
Ausbeute: 45% (3 mg) 
ESI MS: m/z = 912 [M+H]+ (Mberechnet = 911 g/mol).  
Reinheit: >99% 
 
 
6.6 Click-Reaktionen der Peptide (nicht-radioaktiv) 
6.6.1 Allgemeine Click-Reaktion 
Die Referenzverbindungen zu den Peptiden können über zwei verschiedene Methoden 
hergestellt werden. 
 
Methode 1:  
Das Peptid wird in 200 µl Boratpuffer gelöst. Kupfersulfat und Natriumascorbat werden 
in je 50 µl Boratpuffer gelöst und zur Peptidlösung gegeben. pF-SA wird in 300 µl 
Acetonitril gelöst und ebenfalls zugegeben. Das Gemisch lässt man 24 h bei 40°C 
reagieren. Die Reinigung erfolgt über semipräparative HPLC (HPLC-System II; 
Chromatographiesäule II) unter Verwendung des Gradienten II mit einem 
Lösungsmittelgemisch aus 0,1%iger TFA (A) und Acetonitril (0,1% TFA) (B). Der 
isolierte Peak wird über MALDI-TOF MS oder ESI MS identifiziert. Die Fraktion wird am 
Rotationsverdampfer eingeengt und gleichzeitig wird der Acetonitrilanteil der Lösung 
entfernt. Anschließend erfolgt die Lyophilisation. 
Methode 2:  
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Peptid, Kupfersulfat, Natriumascorbat und pF-SA werden in 500 µl Borat-Puffer gelöst 
und 24 h bei 40°C zur Reaktion gebracht. Die Reinig ung erfolgt über semipräparative 
HPLC (HPLC-System II; Chromatographiesäule II) unter Verwendung des Gradienten 
II mit einem Lösungsmittelgemisch aus 0,1%iger TFA (A) und Acetonitril (0,1% TFA) 
(B). Der isolierte Peak wird über MALDI-TOF MS oder ESI-MS identifiziert. Die Fraktion 
wird am Rotationsverdampfer eingeengt und gleichzeitig wird der Acetonitrilanteil der 
Lösung entfernt. Anschließend erfolgt die Lyophilisation. 
 
6.6.2 pF-SA-azidA-triazol 
 
pF-SA-azidA-triazol wird nach Methode 1 hergestellt. 4,7 mg (5 µmol) azidA, 2,3 mg 
(10 µmol) pF-SA sowie 0,25 mg (1 µmol) CuSO4 * 5 H2O und 2 mg (10 µmol) 
Natriumascorbat werden eingesetzt. Bei der Reinigung mit der semipräparativen HPLC 
wird das Produkt mit einer Retentionszeit von tR = 27 min eluiert.  
 
Ausbeute: 12% (0,7 mg) 
MALDI-TOF MS: m/z = 1206 [M+H]+, m/z = 1228 [M+Na]+ (Mberechnet = 1205 g/mol) 
 
6.6.3 pF-SA-azidB-triazol  
 
Herstellung von pF-SA-azidB-triazol nach Methode 1: 1,3 mg (1,5 µmol) azidB, 
1,4 mg (5 µmol) pF-SA sowie 0,25 mg (1 µmol) CuSO4 * 5 H2O und 2 mg (10 µmol) 
Natriumascorbat werden eingesetzt. Bei der Reinigung mit der semipräparativen HPLC 
wird das Produkt mit einer Retentionszeit von tR = 27 min eluiert.  
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Ausbeute: 24% (0,4 mg) 
 
Herstellung von pF-SA-azidB-triazol nach Methode 2: 1,2 mg (1,4 µmol) azidB, 
1,0 mg (4,2 µmol) pF-SA sowie 0,25 mg (1 µmol) CuSO4 * 5 H2O und 2 mg (10 µmol) 
Natriumascorbat werden eingesetzt. Bei der Reinigung mit der semipräparativen HPLC 
wird das Produkt mit einer Retentionszeit von tR = 27 min eluiert.  
 
Ausbeute: 36% (0,6 mg) 
ESI MS: m/z = 1108 [M+H]+, m/z = 1130 [M+Na]+ (Mberechnet = 1107 g/mol).  
Retentionszeit analytische HPLC: 4,8 min (HPLC-System I, Chromatographiesäule I) 
Reinheit: 95% 
 
6.6.4 pF-SA-azidD-triazol 
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Herstellung von pF-SA-azidD-triazol nach Methode 1: 1,0 mg (1,3 µmol) azidD, 
0,7 mg (3 µmol) pF-SA sowie 0,25 mg (1 µmol) CuSO4 * 5 H2O und 2 mg (10 µmol) 
Natriumascorbat werden eingesetzt. Bei der Reinigung mit der semipräparativen HPLC 
wird das Produkt mit einer Retentionszeit von tR = 27 min eluiert.  
 
Ausbeute: 56% (0,8 mg) 
 
Herstellung von pF-SA-azidD-triazol nach Methode 2: 9,0 mg (11,2 µmol) azidD, 
5,2 mg (22,9 µmol) pF-SA sowie 1 mg (4 µmol) CuSO4 * 5 H2O und 4 mg (20 µmol) 
Natriumascorbat werden eingesetzt. Bei der Reinigung mit der semipräparativen HPLC 
wird das Produkt wird mit einer Retentionszeit von tR = 27 min eluiert.  
 
Ausbeute: 80% (9,3 mg) 
ESI MS: m/z = 1028 [M+H]+, (Mberechnet = 1027 g/mol).  
Retentionszeit analytische HPLC: 4,9 min (HPLC-System I, Chromatographiesäule I) 
Reinheit: >99% 
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6.6.5 AlkinNT-azidB 
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2 mg (2,3 µmol) des azidfunktionalisierten Phosphopeptides azidB und 2 mg 
(2,2 µmol) des alkinfunktionalisierten Neurotensin(8-13) alkinNT werden mit 0,25 mg 
(1 µmol) Kupfersulfat Pentahydrat und 2 mg (10 µmol) Natriumascorbat 48 Stunden bei 
40°C zur Reaktion gebracht. Als Lösungsmittel dient  ein Boratpuffer nach Kolthoff [130] 
mit einem pH-Wert von 8,4. Die Reinigung erfolgt über semipräparative HPLC. Als 
Laufmittel dient ein Gemisch aus 0,1%iger TFA A und Acetonitril mit 0,1%TFA B unter 
der Verwendung des Gradienten IV. Das Produkt wird mit einer Retentionszeit von 
tR = 40 min eluiert.  
 
Ausbeute: 28% (1,1 mg) 
MALDI-TOF MS: m/z = 1793 [M+H]+, (Mberechnet = 1792 g/mol). 
Reinheit >99% 
 
6.7 Proteinmodifikation 
6.7.1 Azidfunktionalisiertes HSA (azidHSA) 
20 mg (0,3 µmol) Human Serum Albumin werden in 1 ml 0,15 M Phosphatpuffer (PBS, 
pH = 7,5). 9 mg (36 µmol) 28 werden in 20 µl Dimethylsulfoxid gelöst und zur 
Proteinlösung hinzugefügt. Das Gemisch lässt man zwei Stunden bei Raumtemperatur 
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reagieren. Das Protein wird über Größenausschlusschromatographie gereinigt. Dabei 
wird eine Sephadex-Säule (HiTrap, 5 ml) verwendet. Äkta wird zur Reinigung 
eingesetzt, wobei eine Flussrate von 0,5 ml/min gewählt wird. Als Elutionsmittel dient 
0,15 M Phosphatpuffer (PBS, pH = 7,5). Daraufhin erfolgt ein Dialyseschritt (cutoff-
value 14000 Da) gegen Wasser für 24 h bei 4°C, wobe i das Wasser nach den ersten 
sechs Stunden erneuert wird. Die erhaltene Lösung wird lyophilisiert und über MALDI-
TOF MS analysiert.  
 
Ausbeute: 5,7 mg (29%) weißer Feststoff 
 
6.7.2  Enzymatische Spaltung von azidHSA 
Es werden drei verschiedene enzymatische Spaltungen mit den Proteinasen (Trypsin, 
Endoproteinase Lys-C, Endoproteinase Glu-C) durchgeführt. Zum Vergleich wird die 
enzymatische Spaltung ebenfalls mit unmodifiziertem HSA durchgeführt. 15 µl einer 
50 mM Lösung von NH4HCO3 in Wasser und 1,5 µl einer 100 mM Lösung von 
Dithiothreitol in Wasser werden in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß vorgelegt. 10 µl 
einer 1 mg/ml Proteinlösung (HSA oder modifiziertes HSA, Tabelle 34) und 0,5 µl 
Wasser werden zugegeben. Man lässt die Proben fünf Minuten bei 95°C reagieren. 
Nach Abkühlen werden 3 µl einer 100 mM Lösung von Iodacetamid in Wasser 
zugefügt. Man lässt das Gemisch 20 min unter UV-Ausschluß reagieren. Anschließend 
gibt man 1 µl einer Lösung der entsprechenden Endoproteinase hinzu (Tabelle 34) und 
lässt 48 h bei 37°C reagieren. Die Reaktion wird du rch Zugabe von 5 µl einer 10%igen 
TFA gestoppt.  
 
Tabelle 34: Versuche zur enzymatische Spaltung in Zuordnung von Protein und 
Endoproteinase 
 
Ansatz Protein Endoproteinase 
1 azidHSA 0,1 µg/µl Lösung Trypsin in 1 mM HCl 
2 HSA 0,1 µg/µl Lösung Trypsin in 1 mM HCl 
3 azidHSA 0,1 µg/µl Lösung Glu-C in Wasser 
4 HSA 0,1 µg/µl Lösung Glu-C in Wasser 
5 azidHSA 0,1 µg/µl Lösung Lys-C in Wasser 
6 HSA 0,1 µg/µl Lösung Lys-C in Wasser 
 
Die Auswertung der enzymatischen Spaltungen erfolgt mit MALDI-TOF MS. Dazu ist 
die folgende Probenvorbehandlung erforderlich. Je Probe wird eine ZipTip-
Pipettenspitze zunächst zweimal mit 4 µl eines Gemischs aus Acetonitril und Wasser 
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(1:1) gewaschen und daraufhin zweimal mit 4 µl 0,1%iger wässriger TFA konditioniert. 
4 µl der Probe werden fünfmal aufgenommen und wieder abgeblasen. Das ZipTip wird 
fünfmal mit 0,1%iger wässriger TFA gewaschen. Die Elution erfolgt in fünf Schritten mit 
Elutionsmitteln, die unterschiedliche Anteile an Acetonitril enthalten (Tabelle 26, Seite 
91). 
 
Tabelle 35: Anteil an Acetonitril im Elutionsmittel für Elution der Spaltfragmente vom ZipTip 
Elutionsschritt Anteil Acetonitril 
1 5% 
2 10% 
3 20% 
4 30% 
5 50% 
 
Als Matrix für die massenspektrometrische Messung dient ein Gemisch aus 
α-Hydroxycyanozimtsäure (CCA) und 2,6-Dihydroxybenzoesäure (DHB) im Verhältnis 
1:1. CCA wird mit einer Konzentration von 20 µg/µl hergestellt in einem Gemisch aus 
Acetonitril und 5%iger Ameisensäure im Verhältnis 7:3. DHB wird mit einer 
Konzentration von 20 µg/µl in einem Gemisch aus Acetonitril und 0,1%iger TFA im 
Verhältnis 7:3 hergestellt. Matrix und Probe werden im double layer Verfahren auf das 
Target aufgebracht.  
 
6.8 Oligonukleotidmodifikation 
Allgemein. 
Die Überprüfung auf Umsatz und Reinheit der Oligonukleotide erfolgt über HPLC oder 
DC. Für die analytischen HPLC (HPLC-System I) wird eine XTerra® MS C18 Säule der 
Firma Waters eingesetzt (Chromatographiesäule III). Als Laufmittel dient ein Gemisch 
aus Acetonitril A und einer 50 mM TEAA-Lösung B. Gradient V wird verwendet. Das 
UV-Chromatogramm wird bei einer Wellenlänge von 260 nm aufgezeichnet.  
MALDI-TOF MS Analyse: Je Probe wird eine ZipTip-Pipettenspitze zunächst zweimal 
mit 4 µl eines Gemischs aus Acetonitril und Wasser (1:1) gewaschen und daraufhin 
zweimal mit 4 µl 0,1%iger wässriger TFA konditioniert. 4 µl der Probe werden fünfmal 
aufgenommen und wieder abgeblasen. Das ZipTip wird fünfmal mit 0,1%iger wässriger 
TFA gewaschen. Die Elution erfolgt mit 4 µl einer Lösung von 50 mg HPA in 1 ml eines 
1:1-Gemisches aus Acetonitril und Wasser direkt auf das Target. Die Messung erfolgt 
im Reflektor Modus. Als Standard wird ein definiertes Gemisch der Firma Bruker 
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Daltonics verwendet, der Oligonukleotidstandard LMW. 0,5 µl Standard werden mit 
0,5 µl der Matrix-Lösung auf das Target aufgetragen.  
 
6.8.1 azidfunktionalisiertes Oligonukleotid - azidON 
CCGCACCGCACAGCCGCN
H
N3
O
 
200 µl einer 50 µM Lösung (10 nmol) des Oligonukleotids in einer 1 M NaHCO3-Lösung 
werden mit 1 mg (4,2 µmol) 28 versetzt und anschließend für zwei Stunden bei 10°C 
zur Reaktion gebracht. Das Reaktionsgemisch wird über 
Größenausschlusschromatographie gereinigt. Dabei wird eine Sephadex-Säule 
(HiTrap, 5 ml) verwendet. Äkta wird zur Reinigung eingesetzt, wobei eine Flussrate von 
0,5 ml/min gewählt wird. Als Elutionsmittel dient eine 0,1 M NH4OAc-Lösung. Die 
erhaltene Lösung wird lyophilisiert und über MALDI-TOF MS analysiert.  
 
Ausbeute: 96% Anteil in analytischer HPLC 
MALDI-TOF MS: m/z = 5663 [M+H]+ (Mberechnet = 5662) 
analytische HPLC: tR = 12,9 min 
DC: Rf = 0,7 
 
6.8.2 pF-SA-azidON-triazol 
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14,2 µg (2,5 nmol) azidON und 1 mg (4,4 µmol) pF-SA werden in einem Gemisch aus 
190 µl 1 M NaHCO3-Lösung und 50 µl Acetonitril gelöst. 0,1 mg CuBr und 0,4 mg 
TBTA werden in 10 µl Dimethylsulfoxid gelöst und zugegeben. Das Gemisch wird 
90 min bei 10°C zur Reaktion gebracht. Ein Teil des  Produkts wird für weitere Analysen 
über HPLC abgetrennt.  
 
Ausbeute: 28% Anteil in analytischer HPLC 
MALDI-TOF MS: m/z = 5889 [M+H]+ (Mberechnet = 5888) 
analytische HPLC: tR = 15,9 min 
DC: Rf = 0,6 
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6.9 Radiochemische Synthesen 
6.9.1 Radiosynthesen allgemein 
[18F]Fluorid wird am Zyklotron (CYCLONE 18/9, Ion Beam Applications s.a. IBA, 
Belgien) über die 18O(p,n)18F-Kernreaktion hergestellt durch Bestrahlung von 
18O-angereichertem Wasser. Dem vorliegenden [18F]Fluorid wird kein zusätzlicher 
Träger zugesetzt (no-carrier-added). Die [18F]Fluorid-Lösung wird über eine 
Anionentauscherkartusche (Accell Plus QMA Light, Waters®; aktiviert mit 10 ml 1 M 
NaHCO3-Lösung und 10 ml Wasser) gegeben, wobei das [18F]Fluorid adsorbiert wird. 
Die Elution erfolgt mit 1,5 ml einer Lösung aus Kryptofix (K2.2.2) und K2CO3 in einem 
Wasser-Acetonitrilgemisch. Das Wasser wird durch azeotrope Destillation unter 
portionsweiser Zugabe von 2 ml Acetonitril bei 120°C im Stickstoffstrom entfernt bis zur 
vollständigen Trockne.  
 
6.9.2 4-[18F]Fluor-N-methyl-N-(prop-2-inyl)benzolsulfonamid (p[18F]F-SA) 
18F
S
O O
N
 
 
Synthesemethode A: ausgehend von pNitro-N-methyl-N-(prop-2-
inyl)benzolsulfonamid 3 
2,5 mg (6 µmol) 3 wird in 1 ml Dimethylformamid gelöst und zum K[18F]F gegeben. Das 
Reaktionsgemisch wird 15 min auf 120°C erhitzt. Nac h Erkalten werden 10 ml 1 M HCl 
hinzugegeben und die Lösung über eine C18-Kartusche (Sep-Pak® Plus, Waters®, 
aktiviert mit 5 ml Aceton und 10 ml Wasser) transferiert. Anschließend wird die 
Kartusche mit 10 ml Wasser gewaschen. Die Elution des Rohproduktes erfolgt mit 1 ml 
Acetonitril. Das Eluat wird mit 2 ml Wasser versehen und mittels einer 
semipräparativen HPLC (HPLC-System III, Chromatographiesäule II) getrennt. Ein 
Lösungsmittelgemisch aus 0,1%iger TFA (A) und Acetonitril (0,1% TFA) (B) wird im 
Verhältnis 60% A und 40% B eingesetzt. Der Fluss beträgt 2 ml/min. Der gewünschte 
Peak wird aufgefangen und mit 15 ml Wasser versehen. Die wässrige Lösung wurde 
über eine C18-Kartusche (Sep-Pak® Plus, Waters®, aktiviert mit 5 ml Aceton und 10 ml 
Wasser) gegeben. Die Kartusche wurde mit 10 ml Wasser gewaschen. Die Elution 
erfolgte mit 1 ml Acetonitril oder 1 ml Aceton. Für die weitere Verwendung wird das 
Lösungsmittel vollständig entfernt bei 80°C im Stic kstoffstrom. 
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Rf (DC) = 0,44 (Laufmittelgemisch Petrolether/Ethylacetat, 2:1) 
tR = 10,2 min  (analytische HPLC, HPLC-System I, Chromatographiesäule I) 
tR =  26,9 min (semipräparative HPLC, HPLC-System III,  
  Chromatographiesäule II) 
RCA = 19-25% (zerfallskorrigiert, Eluat Kartusche nach semipräparativer  
  Trennung) 
RCR = >99% (DC) 
RCR = >99% (HPLC) 
CR = 13% 
 
Synthesemethode B: ausgehend von pTrimethylammonium-N-methyl-N(prop-2-
inyl)benzolsulfonamidtriflat 6 
K[18F]F wird in 1 ml Acetonitril gelöst und zu 2,5 mg (6 µmol) 6 gegeben. Das Gemisch 
wird 20 min auf 90°C erhitzt.  
Die Reinigung kann über SPE oder semipräparative HPLC erfolgen. 
SPE-Reinigung: Nach Erkalten des Produkts werden 20 ml 2 M HCl zugegeben und 
die Lösung über eine C18-Kartusche (Sep-Pak® Plus, Waters®, aktiviert mit 5 ml 
Aceton und 10 ml Wasser) transferiert. Anschließend wird die Kartusche mit 20 ml 
Wasser gewaschen. Die Elution des Rohproduktes erfolgt mit 1 ml Acetonitril oder 1 ml 
Aceton. Für die weitere Verwendung wird das Lösungsmittel vollständig entfernt bei 
80°C im Stickstoffstrom. 
Reinigung über semipräparative HPLC: Das Reaktionsgemisch wird mit 2 ml Wasser 
versehen und mittels einer semipräparativen HPLC (HPLC-System III, 
Chromatographiesäule II) getrennt. Ein Lösungsmittelgemisch aus 0,1%iger TFA (A) 
und Acetonitril (0,1% TFA) (B) wird im Verhältnis 60% A und 40% B eingesetzt. Der 
Fluss beträgt 2 ml/min. Der gewünschte Peak wird aufgefangen und mit 15 ml Wasser 
versehen. Die wässrige Lösung wurde über eine C18-Kartusche (Sep-Pak® Plus, 
Waters®, aktiviert mit 5 ml Aceton und 10 ml Wasser) gegeben. Die Kartusche wurde 
mit 10 ml Wasser gewaschen. Die Elution erfolgte mit 1 ml Acetonitril oder 1 ml Aceton. 
Für die weitere Verwendung wird das Lösungsmittel vollständig entfernt bei 80°C im 
Stickstoffstrom. 
 
SPE-Reinigung 
Rf (DC) = 0,46 (Laufmittelgemisch Petrolether/Ethylacetat, 2:1) 
tR = 8,8 min (analytische HPLC, HPLC-System I, Chromatographiesäule I) 
RCA = 13% (zerfallskorrigiert, Eluat Kartusche) 
RCR = 95%  (DC) 
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RCR = >99%  (HPLC) 
CR = <1% 
 
Reinigung über semipräparative HPLC 
Rf (DC) = 0,47 (Laufmittelgemisch Petrolether/Ethylacetat, 2:1) 
tR = 10,2 min (analytische HPLC, HPLC-System I, Chromatographiesäule I) 
tR = 27,3 min (semipräparative HPLC, HPLC-System III,  
  Chromatographiesäule II) 
RCA = 12% (zerfallskorrigiert, Eluat Kartusche nach semipräparativer  
  Trennung) 
RCR = >99% (DC) 
RCR = >99% (HPLC) 
CR = 6% 
 
Synthesemethode C: vollautomatisierte Synthese am Synthesemodul ausgehend von 
pTrimethylammonium-N-methyl-N(prop-2-inyl)benzolsulfonamidtriflat 6 
Die Synthese wird in einem GE Medical Systems TRACERlab® FX-FN Synthesemodul 
mit zugehöriger Kontrollsoftware durchgeführt. Abbildung 97 zeigt eine schematische 
Darstellung des Fluorierungsmoduls.  
 
Abbildung 97: Schematische Darstellung eines vollautomatisierten Synthesemoduls zur 
Synthese von 4-[18F]Fluor-N-methyl-N-(prop-2-inyl)benzolsulfonamid (p[18F]F-SA) 
 
Eine Anionentauscherkartusche (Accell Plus QMA Light, Waters®) wird mit 10 ml 1 M 
NaHCO3-Lösung und 10 ml Wasser aktiviert. Das vom Zyklotron kommende 
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[18F]Fluorid wird über die Kartusche gegeben. Die Elution von der Kartusche erfolgt mit 
1,5 ml einer Lösung aus Kryptofix (K2.2.2) und K2CO3 in einem Wasser-
Acetonitrilgemisch (Vorratsgefäß 1) in das Reaktionsgefäß. Die Lösung wid auf 95°C 
erhitzt und Vakuum wird angelegt. Zusätzlich werden zur azeotropen Destillation 
weitere 3 ml Acetonitril (Vorratsgefäß 2) zugegeben und das Gemisch 10 min 
belassen. Anschließend wird das Reaktionsgefäß auf 50°C gekühlt und 2,5 mg 
(6 µmol) der Markierungsvorstufe 6 gelöst in 1 ml Sulfolan (Vorratsgefäß 3) 
hinzugegeben. Das Reaktionsgefäß wird für 10 min auf 80°C erhitzt und anschließend 
wieder auf 50°C herabgekühlt.  
SPE-Reinigung: 10 ml 1 M HCl (Vorratsgefäß 4) werden zum Reaktionsgemisch 
gegeben und die Lösung über eine C18-Kartusche (Sep-Pak® Plus, Waters®, aktiviert 
mit 5 ml Aceton und 10 ml Wasser) transferiert. Anschließend wird die Kartusche mit 
10 ml Wasser (Vorratsgefäß 5) gewaschen. Die Elution des Rohproduktes erfolgt mit 
1 ml Acetonitril oder 1 ml Aceton (Vorratsgefäß 6). Für die weitere Verwendung wird 
das Lösungsmittel vollständig entfernt bei 80°C im Stickstoffstrom. 
Reinigung über semipräparative HPLC: Das Reaktionsgemisch wird zunächst über 
SPE gereinigt. Dazu werden 10 ml 1 M HCl (Vorratsgefäß 4) zugegeben und die 
Lösung über eine C18-Kartusche (Sep-Pak® Plus, Waters®, aktiviert mit 5 ml Aceton 
und 10 ml Wasser) transferiert. Anschließend werden 3 ml Wasser (Vorratsgefäß 5) 
über die Kartusche gegeben und im Gefäß für die Injektion in die HPLC belassen. Die 
Elution des Rohproduktes erfolgt mit 1 ml Acetonitril (Vorratsgefäß 6). Das Rohprodukt 
im Acetonitril-Wassergemisch wird nun mittels einer semipräparativen HPLC (HPLC-
System III, Chromatographiesäule II) getrennt. Ein Lösungsmittelgemisch aus 0,1%iger 
TFA (A) und Acetonitril (0,1% TFA) (B) wird im Verhältnis 60% A und 40% B 
eingesetzt. Der Fluss beträgt 2,5 ml/min. Der gewünschte Peak wird im Sammelgefäß 
aufgefangen in dem bereits 25 ml Wasser vorgelegt sind. Die wässrige Lösung wird 
über eine C18-Kartusche (Sep-Pak® Plus, Waters®, aktiviert mit 5 ml Aceton und 10 ml 
Wasser) gegeben. Die Kartusche wird mit 10 ml Wasser gewaschen. Die Elution erfolgt 
mit 1 ml Diethylether. Für die weitere Verwendung wird das Lösungsmittel auf ein 
Volumen von maximal 100 µl bei 25°C im Stickstoffst rom eingeengt. 
 
SPE-Reinigung 
Rf (DC) = 0,43 (Laufmittelgemisch Petrolether/Ethylacetat, 2:1) 
tR = 10,4 min (analytische HPLC, HPLC-System I, Chromatographiesäule I) 
RCA = 36% (zerfallskorrigiert, Eluat Kartusche, Produkt verunreinigt) 
RCR = 91%  (DC) 
RCR = 89%  (HPLC) 
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CR = 8% 
 
Reinigung über semipräparative HPLC 
Rf (DC) = 0,41 (Laufmittelgemisch Petrolether/Ethylacetat, 2:1) 
tR = 10,0 min (analytische HPLC, HPLC-System I, Chromatographiesäule I) 
tR = 28-30 min (semipräparative HPLC, HPLC-System III,  
  Chromatographiesäule II) 
RCA = 27-40% (zerfallskorrigiert, Eluat Kartusche nach semipräparativer  
  Trennung) 
RCR = 99% (DC) 
RCR = 99% (HPLC) 
CR = 4% 
 
6.9.3 p[18F]F-SA-azidB-triazol 
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Methode1: Die Synthesevorschrift gilt nur für HPLC-gereinigtes p[18F]F-SA. Die 
p[18F]F-SA-Lösung wird bis auf ein Volumen von ca. 100 µl eingedampft im 
Stickstoffstrom bei Raumtemperatur. Anschließend wird ein Gemisch aus 0,3-0,4 mg 
(0,34-0,45 µmol) azidB, 0,3 mg (1,2 µmol) Kupfersulfat Pentahydrat und 2,4 mg 
(12,0 µmol) Natriumascorbat gelöst in 150 µl Boratpuffer (pH = 8,4) mit den 
verbleibenden 100 µl Lösung in ein Eppendorfreaktionsgefäß gegeben. Das 
Reaktionsgemisch wird 10 min bei 40°C zur Reaktion gebracht. Anschließend erfolgt 
die Trennung über semipräparative HPLC (HPLC-System III, Chromatographiesäule 
II). Ein Lösungsmittelgemisch aus 0,1%iger TFA (A) und Acetonitril (0,1% TFA) (B) 
wird im Verhältnis 60% A und 40% B eingesetzt. Der Fluss beträgt 2,5 ml/min. Der 
Produktpeak wird isoliert und mit 10 ml Wasser versehen über eine C18-Kartusche 
(Sep-Pak® Plus, Waters®, aktiviert mit 5 ml Aceton und 10 ml Wasser) gegeben. Die 
Elution der Kartusche erfolgt mit 2 ml Ethanol. Die ethanolische Lösung wird über 
einen Rotationsverdampfer bis auf ca. 100 µl eingeengt. Die verbleibende Lösung wird 
für biologische Untersuchungen verwendet.  
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tR = 4,8 min (analytische HPLC, HPLC-System I, Chromatographiesäule I) 
tR = 13,5 min (semipräparative HPLC, HPLC-System III,  
  Chromatographiesäule II) 
RCA = 42% (zerfallskorrigiert, Eluat Kartusche nach semipräparativer 
Trennung in Bezug auf p[18F]F-SA) 
RCA = 7% (zerfallskorrigiert, Eluat Kartusche nach semipräparativer 
Trennung in Bezug auf [18F]F-) 
RCR = 96% (HPLC) 
 
Methode2: Die Synthesevorschrift gilt nur für SPE-gereinigtes p[18F]F-SA. Die 
p[18F]F-SA-Lösung wird bis zur Trockne eingedampft im Stickstoffstrom bei 80°C. 
Anschließend wird ein Gemisch aus 0,3-0,4 mg (0,34-0,45 µmol) azidB, 0,3 mg 
(1,2 µmol) Kupfersulfat Pentahydrat und 2,4 mg (12,0 µmol) Natriumascorbat gelöst in 
200 µl Boratpuffer (pH = 8,4) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 20 min bei 40°C 
zur Reaktion gebracht. Anschließend erfolgt die Trennung über semipräparative HPLC 
(HPLC-System III, Chromatographiesäule II). Ein Lösungsmittelgemisch aus 0,1%iger 
TFA (A) und Acetonitril (0,1% TFA) (B) wird im Verhältnis 60% A und 40% B 
eingesetzt. Der Fluss beträgt 2,5 ml/min. Der Produktpeak wird isoliert und mit 10 ml 
Wasser versehen über eine C18-Kartusche (Sep-Pak® Plus, Waters®, aktiviert mit 5 ml 
Aceton und 10 ml Wasser) gegeben. Die Elution der Kartusche erfolgt mit 2 ml Ethanol. 
Die ethanolische Lösung wird über einen Rotationsverdampfer bis auf ca. 100 µl 
eingeengt. Die verbleibende Lösung wird für biologische Untersuchungen verwendet.  
 
tR = 4,8 min (analytische HPLC, HPLC-System I, Chromatographiesäule I) 
tR = 13,2 min (semipräparative HPLC, HPLC-System III,  
  Chromatographiesäule II) 
RCA = 40% (zerfallskorrigiert, Eluat Kartusche nach semipräparativer 
Trennung in Bezug auf p[18F]F-SA) 
RCA = 5% (zerfallskorrigiert, Eluat Kartusche nach semipräparativer 
Trennung in Bezug auf [18F]F-) 
RCR = 99% (HPLC) 
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6.9.4 p[18F]F-SA-azidD-triazol 
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Die Synthesevorschrift gilt nur für HPLC-gereinigtes p[18F]F-SA. Die 
p[18F]F-SA-Lösung wird bis auf ein Volumen von ca. 100 µl eingedampft im 
Stickstoffstrom bei Raumtemperatur. Anschließend wird ein Gemisch aus 0,3-0,4 mg 
(0,37-0,50 µmol) azidD, 0,3 mg (1,2 µmol) Kupfersulfat Pentahydrat und 2,3 mg 
(11,6 µmol) Natriumascorbat gelöst in 150 µl Boratpuffer (pH = 8,4) mit den 
verbleibenden 100 µl Lösung in ein Eppendorfreaktionsgefäß gegeben. Das 
Reaktionsgemisch wird 10 min bei 40°C geschüttelt. Es folgt die Trennung über 
semipräparative HPLC. Ein Lösungsmittelgemisch aus 0,1%iger TFA (A) und 
Acetonitril (0,1% TFA) (B) wird im Verhältnis 60% A und 40% B eingesetzt. Der Fluss 
beträgt 2,5 ml/min. Der Produktpeak wird isoliert und mit 10 ml Wasser versehen über 
eine C18-Kartusche (Sep-Pak® Plus, Waters®, aktiviert mit 5 ml Aceton und 10 ml 
Wasser) gegeben. Die Elution der Kartusche erfolgt mit 2 ml Ethanol. Die ethanolische 
Lösung wird über einen Rotationsverdampfer bis auf ca. 100 µl eingeengt. Die 
verbleibende Lösung wird für biologische Untersuchungen verwendet.  
 
tR = 4,9 min (analytische HPLC, HPLC-System I, Chromatographiesäule I) 
tR = 12,4 min (semipräparative HPLC, HPLC-System III,  
  Chromatographiesäule II) 
RCA = 44% (zerfallskorrigiert, Eluat Kartusche nach semipräparativer 
Trennung in Bezug auf p[18F]F-SA) 
RCA = 6% (zerfallskorrigiert, Eluat Kartusche nach semipräparativer 
Trennung in Bezug auf [18F]F-) 
RCR = 96% (HPLC) 
 
6.9.5 p[18F]F-SA-azidHSA-triazol 
Die p[18F]F-SA-Lösung wird im Stickstoffstrom bei Raumtemperatur bis auf ein 
Volumen von ca. 100 µl eingedampft. Anschließend wird ein Gemisch aus 0,2-0,4 mg 
(ca. 3-6 nmol) azidHSA, 0,2 mg (1,4 µmol) Kupferbromid und 1,0 mg (1,9 µmol) TBTA 
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gelöst in einem Lösungsmittelgemisch aus 140 µl PBS (pH = 7,5) und 10 µl 
Dimethylsulfoxid mit den verbleibenden 100 µl Lösung in ein Eppendorfreaktionsgefäß 
gegeben. Das Reaktionsgemisch wird 20 min bei 30°C geschüttelt. Es folgt die 
Trennung über SEC. Als Eluent wird PBS verwendet mit einem pH-Wert von 7,5. Der 
Fluss beträgt 0,5 ml/min. Der Produktpeak wird isoliert. Die Identität wird mit Hilfe einer 
Gelelektrophorese und einem entsprechenden Größenmarker festgestellt.  
 
RCA = 57% (zerfallskorrigiert, Eluat SEC in Bezug auf p[18F]F-SA) 
RCA = 3% (zerfallskorrigiert, Eluat SEC in Bezug auf [18F]F-) 
 
6.9.6 p[18F]F-SA-azidON-triazol 
CCGCACCGCACAGCCGCN
H
N
O
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Ca. 0,1 mg azidON werden 100 µl 1 M NaHCO3-Lösung gelöst. 0,4 mg TBTA werden 
in 10 µl Dimethylsulfoxid gelöst und zu 0,2 mg Cu(I)Br in 40 µl 1 M NaHCO3-Lösung 
gegeben. Die Lösungen werden vermischt und zu p[18F]F-SA in 50 µl Acetonitril 
gegeben. Das Reaktionsgemisch wird 20 min bei 10°C geschüttelt. Das Produkt kann 
mit einem Anteil von 30% über analytische HPLC (HPLC-System I und 
Chromatographiesäule III) nachgewiesen werden. Als Laufmittel dient ein Gemisch aus 
Acetonitril A und einer 50 mM TEAA-Lösung B mit Gradient V. Der Fluss beträgt 
0,3 ml/min. Das UV-Chromatogramm wird bei einer Wellenlänge von 260 nm 
aufgezeichnet. 
 
tR = 16,4 min (analytische HPLC, HPLC-System I, Chromatographiesäule III) 
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8 Anhang 
8.1 Abkürzungen 
äq Äquivalent 
aromat. aromatisch 
ATP Adenosintriphosphat 
Bzl Benzyl 
CCA α-Hydroxycyanozimtsäure 
CR chemische Reinheit 
CT Röntgen-Computer-Tomographie 
DC Dünnschichtchromatographie 
DHB 2,6-Dihydroxybenzoesäure 
DIPEA N,N-Diisopropylethylamin 
EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid 
EDT Ethandithiol 
EOB Ende der Bestrahlung (engl. end of bombardment) 
ESI MS Elektronensprayionisations Massenspektometrie (engl. elektron 
spray ionisation mass spectrometry) 
FaDu Zelllinie (Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom) 
[18F]FBA [18F]Fluorbenzaldehyd 
[18F]FBAM N-[6-(4-[18F]fluorbenzyliden)aminooxyhexyl]maleinimid 
[18F]FBOM 4-[18F]Fluorbenzaldehyd-O-(2-{2-[2-(pyrrol-2,5-dion-1-
yl)ethoxy]ethoxy}-ethyl)oxim 
[18F]SFB N-Succinimidyl-4-[18F]fluorbenzoat 
Fmoc N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl) 
HBTU N,N,N’,N’-Tetramethyl-O-(1H-benzotriazol-1-
yl)uroniumhexafluorphosphat 
HMW hohes Molekulargewicht (engl. high molecular weight) 
HOBt 1-Hydroxybenzotriazol 
HPA 3-Hydroxypicolinsäure 
HPLC Hochleitstungsflüssigkeitschromatographie (engl. high 
performance liquid chromatography) 
HSA Human Serum Albumin 
HT-29 Zelllinie (Kolon-Adenokarzinom) 
HWZ Halbwertszeit 
HYNIC Hydrazinnikotinsäure 
LM Lösungsmittel 
MALDI-TOF MS Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization - Time Of Flight 
Massenspektrometrie 
MeOH Methanol 
Mesyl- Methansulfonyl- 
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MRT Magnetresonanz-Tomographie 
MV Markierungsvorstufe 
NHS-HYNIC N-Hydroxysuccinimidester der Hydrazinnikotinsäure 
NMP N-Methyl-2-pyrrolidon 
NT Neurotensin 
PBD Polo-box Domäne 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung (engl. phosphate buffered saline) 
p[18F]F-SA 4-[18F]Fluor-N-methyl-N-(prop-2-inyl)benzolsulfonamid 
Plk1 Pololike Kinase 1 
RCA radiochemische Ausbeute 
RCR radiochemische Reinheit 
R-DC Radiodünnschichtchromatographie 
Rf Retentionsfaktor 
SA Sinapinsäure 
SDS Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate) 
SEC Größenausschlußchromatographie (engl. size exclusion 
chromatography) 
SPE Festphasenextraktion (engl. solid phase extraction) 
SPECT Single-Photonen-Emissions-Computer-Tomographie 
TBAF Tetrabutylammoniumfluorid 
TBTA Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amine 
tBu O-tert-butyl 
TEAA Triethylammoniumacetat 
TFA Trifluoressigsäure 
THF Tetrahydrofuran 
tR Retentionszeit 
Trt Trityl 
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Bisherige erfolglose Promotionsverfahren haben nicht stattgefunden. 
 
Dresden,  
 
 
 
Versicherung 
 
Hiermit versichere ich, dass die vorliegende Arbeit ohne unzulässige Hilfe Dritter und 
ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt wurde; die aus 
fremden Quellen direkt oder indirekt übernommenen Gedanken sind als solche 
kenntlich gemacht. Die Arbeit wurde bisher weder im Inland noch im Ausland in 
gleicher oder ähnlicher Form einer anderen Prüfungsbehörde vorgelegt. 
 
Dresden,  
 
 
  
 
